Inmobilización de lacasa : métodos e potenciais aplicacións industriais by Fernández Fernández, María
 IN
M
O
V
IL
IZ
A
C
IÓ
N
D
E
LA
C
A
SA
: 
M
ÉT
O
D
O
S
Y
P
O
TE
N
C
IA
LE
S
A
P
LI
C
A
C
IO
N
ES
IN
D
U
ST
R
IA
LE
S
M
A
R
ÍA
FE
R
N
Á
N
D
EZ
2013
INMOVILIZACIÓN DE LACASA: 
MÉTODOS Y POTENCIALES
APLICACIONES INDUSTRIALES
CH2R N
H
R
CH2R N
H
R
CH2R N
H
R
CH2 OHR
CH2 OHR
CH2 OHR
TESIS DOCTORAL INTERNACIONAL
MARÍA FERNÁNDEZ FERNÁNDEZ
VIGO, 2013
LACCASE IMMOBILIZATION: 
METHODS AND POTENTIAL INDUSTRIAL APPLICATIONS
Grupo de Bioprocesos
La inmovilización enzimática es un proceso que permite obtener biocatalizadores
con propiedades mejoradas para su posterior utilización en diferentes aplicaciones
industriales. Durante el trabajo realizado en esta tesis, la inmovilización de lacasa
mediante diferentes métodos ha concluido en la obtención de derivados con
elevada actividad, más estables y que permiten su reutilización. Estos derivados
han sido objeto de numerosos estudios que comprueban su posible utilización en
medios complejos en los que se encuentran presentes líquidos iónicos. Además, el
empleo de la lacasa, tanto libre como inmovilizada, ha sido valorada para llevar a
cabo diversas aplicaciones como la biorremediación de hidrocarburos aromáticos
policíclicos, contaminantes prioritarios hoy en día, así como para aportar nuevas
propiedades a productos madereros, tales como resistencia a la biodegradación
fúngica o hidrofobicidad.
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RESUMEN 
Desde un punto de vista medioambiental, la utilización de enzimas en el sector 
industrial supone un gran avance para muchos procesos, en los cuales los catalizadores 
químicos eran la base de las reacciones. Sin embargo, el empleo de estos biocatalizadores está 
limitado por su escasa estabilidad y alto coste, por lo que el desarrollo de técnicas como la 
inmovilización de enzimas puede ser una solución que permita superar estos inconvenientes.  
Las lacasas son enzimas pertenecientes al grupo de las oxidorreductasas que se 
encuentran presentes principalmente en hongos que originan la degradación de la madera. Su 
mecanismo de acción se basa en la oxidación simple de cuatro electrones presentes en el 
sustrato con la consecuente reducción de una molécula de oxígeno molecular a agua. Son 
capaces de oxidar compuestos fenólicos y aminas aromáticas y su especificidad de sustrato es 
baja, lo cual implica que exista un extenso rango de sustratos susceptibles de ser oxidados por 
estas enzimas.  
La función fisiológica de las lacasas es diferente dependiendo del organismo productor, 
aunque todas ellas tienen la capacidad de llevar a cabo procesos de degradación o 
polimerización. Esta característica las convierte en enzimas muy vérsatiles para ser utilizadas 
en un gran número de aplicaciones industriales tales como el blanqueo de pasta de papel en la 
industria papelera, la degradación de compuestos xenobióticos presentes en efluentes 
contaminados, la producción de fármacos o incluso como biosensor de compuestos fenólicos 
en la industria alimentaria. Por todo ello, su ventajosa utilización en diversas aplicaciones 
medioambientales y biotecnológicas es obvia, pero su baja estabilidad ante condiciones 
adversas y su alto coste de producción suponen una limitación para su empleo.  
La inmovilización enzimática se define como la retención física de proteínas en un 
lugar confinado del espacio o mediante la unión a un soporte insoluble, el cual mantiene su 
actividad y posibilita su reutilización. La inmovilización de las lacasas puede superar alguna de 
las limitaciones anteriormente expuestas, mejorando significativamente sus propiedades 
enzimáticas.  
Considerando la problemática existente sobre la utilización de enzimas en el ámbito 
industrial, el objetivo principal de la presente tesis ha sido la obtención de un derivado de 
lacasa inmovilizada adecuado, que mejore su estabilidad en condiciones adversas y permita su 
reutilización. La finalidad de este derivado es poder emplearlo en distintos procesos 
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industriales, para lo cual es necesario estudiar su capacidad de actuación en distintas 
aplicaciones.  
Tratando de alcanzar estos objetivos, se ha evaluado la capacidad de distintos soportes 
para la inmovilización de lacasas y las ventajas que los derivados obtenidos puedan ofrecer en 
distintas aplicaciones. El estudio realizado se ha distribuido a lo largo de cuatro Capítulos:  
- Capítulo 1: Evaluación de diferentes métodos de inmovilización, tanto físicos como 
químicos, de las lacasas procedentes de los hongos Myceliophthora thermophila y 
Trametes villosa.  
- Capítulo 2: Influencia de los líquidos iónicos sobre el comportamiento enzimático 
de lacasas inmovilizadas, con el fin de determinar si es posible su utilización en 
presencia de estos compuestos, considerados los disolventes del futuro.  
- Capítulo 3: Estudio de la eliminación de hidrocarburos aromáticos policíclicos 
mediante lacasa de M. thermophila inmovilizada, determinando las posibles 
ventajas que puede ofrecer el proceso de inmovilización. 
- Capítulo 4: Valoración de la capacidad de la lacasa de M. thermophila, tanto libre 
como inmovilizada, para proporcionar nuevas propiedades a compuestos 
lignocelulósicos.  
En el Capítulo 1 se realiza una revisión de diferentes métodos de inmovilización de las 
lacasas procedentes de los hongos M. thermophila y T. villosa, basados en distintos métodos 
físicos o químicos. De esta revisión se consideró adecuado analizar la inmovilización de la 
lacasa de M. thermophila mediante un método físico como el atrapamiento en esferas de 
alginato. Para este estudio de evaluaron tanto el tipo de alginato como el efecto de la 
concentración de dicho polisacárido. Posteriormente se evaluó su capacidad de retención de la 
enzima y su efecto en la actividad y estabilidad. Los resultados determinaron que, aun 
obteniéndose porcentajes iniciales de inmovilización cercanos al 100%, la pérdida de proteína 
por parte de las esferas de gel mediante difusión implica que este método de inmovilización no 
es el  adecuado para esta enzima.  
Considerando estos resultados previos, se procedió a evaluar otros métodos de 
inmovilización basados en el enlace covalente entre la lacasa y el soporte. En primer lugar se 
llevó a cabo la inmovilización de la lacasa de M. thermophila sobre soportes de sílice 
previamente silanizados y activados con glutaraldehído. Se optimizó el proceso de silanización 
de estos soportes, así como el porcentaje de glutaraldehído y la cantidad de enzima 
empleados en el proceso de inmovilización, con el fin de obtener soportes con mayor actividad 
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y estabilidad, tanto térmica como ante distintas condiciones de pH. Además de realizarse los 
ensayos sobre soportes de sílice naturales como caolinita, celita o perlita, también se llevó a 
cabo la inmovilización sobre el soporte comercial CPC-silica ya silanizado. La cantidad de 
enzima que se consiguió inmovilizar en estos soportes fue muy baja, además de no presentar 
ninguna mejora en cuanto a su estabilidad, por lo que se llevó a cabo la búsqueda de otros 
soportes para una inmovilización covalente eficaz.  
Con el fin de encontrar un método y un soporte alternativos para la inmovilización 
covalente de lacasas, la agarosa fue escogida para, en este caso, inmovilizar las lacasas de T. 
villosa y M. thermophila. Estos ensayos de inmovilización se llevaron a cabo en el laboratorio 
de Ingeniería Enzimática del Instituto de Catálisis y Petroleoquímica (ICP) dirigido por el 
Profesor José Manuel Guisán, perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Científicas 
(CSIC). En primer lugar se determinaron los modelos estructurales de ambas enzimas con el fin 
de conocer su composición de aminoácidos de superficie. La densidad superficial de los 
distintos tipos de aminoácidos presentes en la proteína determina qué tipo de grupos 
funcionales son necesarios en el soporte para su inmovilización. Para cada una de las enzimas 
se crearon soportes de agarosa con diferentes grupos funcionales en su superficie. Los 
distintos grupos funcionales promovieron la adsorción de las enzimas mediante la interacción 
con aminoácidos específicos, consiguiendo diferentes orientaciones de la proteína. Una vez la 
enzima estuvo orientada, la unión covalente posterior se realizó de distintas formas, siendo la 
más importante el enlace multipuntual entre la enzima y el soporte. La unión multipuntual 
entre las lacasas y el soporte de agarosa se realizó mediante el enlace entre los grupos 
nucleófilos de las lisinas presentes en las lacasas y los grupos aldehído del soporte, 
rigidificando la estructura terciaria de la proteína. La utilización de distintos derivados se 
realizó con la intención de analizar el nivel de inmovilización alcanzado en cada uno de ellos, la 
actividad que presentaron y la influencia de la orientación de la enzima con respecto al 
soporte a la hora de valorar su estabilidad frente a diferentes factores. De esta forma, se 
obtuvieron derivados tanto para la lacasa de M. thermophila como para la de T. villosa 
adecuados si se tiene en cuenta tanto el porcentaje de inmovilización, la actividad recuperada 
y la estabilidad en diferentes condiciones. La orientación de las lacasas y el grado de unión 
multipuntual sobre los soportes fue diferente, teniendo influencia sobre sus propiedades de 
actividad y estabilidad. Se intentó además incrementar en mayor medida la estabilidad de los 
derivados obtenidos mediante la adición de diversos compuestos como polímeros, azúcares, 
alcoholes o aminoácidos al medio de reacción, obteniéndose los mejores resultados para el 
polietilenglicol y dextrano. Los mejores derivados obtenidos fueron sometidos a pruebas de 
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reutilización, verificando que el uso en continuo o en repetidas ocasiones de las  lacasas 
inmovilizadas es posible. Los resultados mostraron que el soporte de agarosa resultó ser el 
más adecuado para la inmovilización covalente de las lacasas bajo estudio.  
Los siguientes Capítulos de esta tesis abarcan distintas aplicaciones posibles para las 
lacasas procedentes de T. villosa y M. thermophila en su estado inmovilizado, centrándose 
principalmente en la utilización de la lacasa de M. thermophila, debido a que sus propiedades 
permiten su utilización en procesos a temperaturas elevadas y en un amplio rango de pH.  
En el Capítulo 2 se muestran estudios sobre el comportamiento enzimático de las 
lacasas de T. villosa y M. thermophila en presencia de diferentes líquidos iónicos, tanto en su 
estado libre como inmovilizado.  Los líquidos iónicos son sales orgánicas que se encuentran en 
estado líquido a temperatura ambiente. Son compuestos no acuosos que durante los últimos 
años han sido objeto de estudio por ser potenciales sustitutos de los disolventes orgánicos 
tradicionales. Su baja volatilidad, su alta estabilidad térmica y química y que no son 
inflamables hacen que estos compuestos resulten una alternativa muy atractiva. Existe una 
gran variedad de compuestos solubles en los líquidos iónicos. Las enzimas pueden llevar a cabo 
reacciones catalíticas en presencia de estos compuestos. Las soluciones de mezcla de agua con 
líquidos iónicos pueden aumentar la solubilidad de reactivos y productos, en este caso en 
reacciones llevadas a cabo por las lacasas. Además, en algunos casos, las enzimas que se 
encuentran en presencia de líquidos iónicos mejoran notablemente su actividad, estabilidad y 
selectividad. El objetivo de este Capítulo es conocer de forma exacta que efecto podrían tener 
algunos líquidos iónicos sobre las lacasas que se encuentran bajo estudio en esta tesis, 
prestando atención a los resultados obtenidos para las lacasas inmovilizadas. Para ello se 
llevaron a cabo estudios de estabilidad de ambas lacasas en presencia de distintas 
concentraciones de los líquidos iónicos 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato, 1-etil-3-
metilimidazolio 2(2-metoxietoxi) etilsulfato y 1-butil-3-metilimidazolio bromuro. El estudio 
revela que los líquidos iónicos 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato y 1-etil-3-metilimidazolio 2(2-
metoxietoxi) etilsulfato  son los más adecuados, ya que se mantuvo un 50% de actividad ante 
elevadas concentraciones líquido iónico (50%).  Además se realizó el estudio de los parámetros 
cinéticos y la termoestabilidad de la lacasa procedente del hongo M. thermophila en presencia 
del líquido iónico 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato. Los resultados demostraron que el 
comportamiento enzimático de la lacasa libre e inmovilizada es diferente, afectando la 
inmovilización a la disponibilidad de sustrato, como era predecible, disminuyendo el efecto 
negativo del líquido iónico sobre la afinidad de la lacasa por el sustrato. La inmovilización 
resultó también beneficiosa respecto a la termoestabilidad de la lacasa, ya que se mejoró en 
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presencia de líquido iónico a temperaturas entre 55°C y 60°C. Parte de este trabajo se realizó 
durante una estancia en el Laboratorio de Separación e Ingeniería de las Reacciones (LSRE) de 
la Facultade de Engenharia de la Universidade do Porto dirigido por la Profesora Eugénia A. 
Macedo.  
La utilización de lacasas en presencia de líquidos iónicos ofrece la oportunidad de 
utilizar estos compuestos como elementos que mejoran la solubilidad de diversos sustratos. 
Un caso concreto lo constituyen los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), que pueden 
ser oxidados por parte de estas enzimas.  
El primer paso para que esta suposición sea posible es determinar si la lacasa de M. 
thermophila inmovilizada tiene la capacidad de degradar u oxidar alguno de estos compuestos. 
En el Capítulo 3 se valora la biodegradación de HAPs por parte de esta enzima en su estado 
libre e inmovilizado mediante el sistema lacasa-mediador. Los HAPs son contaminantes 
ambientales que tienen su origen en fuentes naturales y antropogénicas. Se consideran 
excelentes marcadores de contaminación y son detectados tanto en la atmósfera como en el 
suelo, pero los vertidos tóxicos generados por la industria hacen que se encuentren muy 
presentes en aguas. Su naturaleza cancerígena y mutagénica, en conjunto con su amplia 
distribución, hacen que la eliminación o remediación de los HAPs sea de gran importancia. La 
oxidación de HAPs mediante lacasa depende del sistema lacasa-mediador que se utilice, así 
como de la estructura, potencial de ionización y solubilidad del HAP bajo estudio. La capacidad 
de las lacasas para la biorremediación de estos compuestos puede verse mejorada si la enzima 
se encuentra inmovilizada. En este trabajo se valoró la capacidad de la lacasa de M. 
thermophila para eliminar benzo[a]antraceno, pireno, benzo[a]pireno, fluoranteno y 
fenantreno, pertenecientes a la lista de contaminantes prioritarios creada por la EPA. El 
mediador empleado fue el hidroxibenzotriazol. Los resultados demostraron que se obtuvieron 
mayores niveles de oxidación por parte de la lacasa libre para el benzo[a]pireno y 
benzo[a]antraceno, disminuyendo su concentración un 20 y 40% respectivamente. Para el 
resto de los HAPs ensayados la eliminación fue prácticamente nula.  Se valoró la eliminación de 
benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno por parte de la lacasa inmovilizada en soportes de 
agarosa. En este caso los niveles de degradación alcanzados fueron similares a los obtenidos 
por la lacasa libre, pero el tiempo de reacción requerido para ello fue superior, debido a 
restricciones en la difusión del sustrato y mediador a través de la agarosa. Se valoró además la 
capacidad de reutilización del derivado, con el fin de poder ser utilizado en continuo para la 
biorremediación de efluentes industriales contaminados con los HAPs mencionados. La unión 
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del mediador de forma estable al soporte y la restricción en cuanto a la difusión hicieron 
inviable poder reutilizar la lacasa inmovilizada.   
Además de la capacidad de las lacasas para la eliminación de compuestos 
contaminantes, sus características permiten su utilización en la industria papelera y maderera 
llevando a cabo las reacciones que realizan en su medio natural. Los hongos de podredumbre 
de la madera han sido los más estudiados, precisamente porque las enzimas que éstos 
producen tienen mucho interés biotecnológico en los sectores antes mencionadas. Las lacasas 
producidas por estos microorganismos catalizan la despolimerización de la lignina mediante la 
oxidación de grupos fenólicos a sus correspondientes radicales fenoxilo. Esta acción provoca la 
degradación de la madera, disminuyendo sus propiedades de resistencia y por tanto siendo 
perjudicial para las estructuras de madera expuestas a su vez a condiciones de humedad. 
Ambos factores de deterioración de la madera, la degradación por hongos y la humedad, están 
muy relacionados entre sí. Se ha comprobado que las lacasas pueden despolimerizar la lignina, 
pero además tienen la capacidad de polimerizar monolignoles en presencia de oxígeno 
molecular. Esta capacidad puede utilizarse para la activación de las fibras de la madera o de 
diferentes productos lignocelulósicos para que compuestos fenólicos activados, también por la 
lacasa, se unan a productos madereros o sus derivados y les proporcionen así nuevas 
propiedades. Este mecanismo de unión de pequeñas moléculas a polímeros es conocido como 
grafting.  
Es conocida la capacidad biocida de varios compuestos fenólicos. La protección de la 
madera ante el ataque por hongos o insectos se ha realizado tradicionalmente mediante la 
aplicación de compuestos protectores como la creosota, el pentaclorofenol o el arseniato de 
cobre cromado. Durante las últimas décadas se han buscado compuestos libres de metales 
pesados o métodos biocidas menos agresivos. Un método alternativo a los comúnmente 
utilizados sería la modificación química de la madera. En esta tesis, se propone la modificación 
de la madera mediante la unión estable de compuestos que eviten la degradación por hongos 
y mejoren su hidrofobicidad mediante el grafting con lacasas. Esta unión estable con los 
compuestos preservantes ofrece la ventaja de ser un tratamiento más respetuoso con el 
medio ambiente, además de evitar su lavado y posterior exposición al medio, como ocurre con 
los compuestos utilizados hasta ahora. De esta forma, a lo largo del Capítulo 4, se valora la 
funcionalización de madera con fines preservantes frente a la degradación por parte de 
hongos de podredumbre y para proporcionarle hidrofobicidad. Para ello, madera de diferentes 
especies fue tratada mediante la aplicación de la lacasa de M. thermophila y diversos 
compuestos fenólicos.  
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En primer lugar se determinó si el tratamiento de grafting mediante lacasa es capaz de 
unir de forma covalente o estable los compuestos fenólicos a la superficie de la madera a 
tratar. Para ello láminas de madera procedente de haya (Fagus sylvatica) fueron tratadas con 
lacasa y el compuesto clorado 4-cloro-2-metoxifenol. Tras el tratamiento y un lavado 
exhaustivo con acetona se determinó si el compuesto permaneció presente en la superficie de 
la madera. Los resultados del análisis mediante espectroscopía fotoelectrónica de rayos X 
mostraron cambios en la ratio O/C de la madera y la aparición de cloro en la composición 
elemental, permitiendo determinar que la lacasa tiene la capacidad de unir de forma estable el 
compuesto a la madera. En este caso, los estudios se realizaron utilizando un compuesto 
sencillo de detectar mediante técnicas de análisis de superficie ya que posee cloro, pero deja 
claro que la unión puede ser posible para cualquier otro compuesto fenólico susceptible de ser 
activado mediante la lacasa.  
Tras los ensayos preliminares de grafting se procedió a analizar su aplicación en el 
campo de la preservación de la madera. Es por ello que, conocido el efecto tóxico de algunos 
compuestos fenólicos para organismos que atacan la madera, se evaluó la eficacia de la 
aplicación de la técnica de grafting mediante lacasa para mejorar la resistencia de la madera a 
la degradación por hongos de podredumbre. Se realizaron ensayos no normalizados con 
madera de especies residentes en el noroeste de la Península Ibérica: Eucalyptus globulus, 
Pinus pinaster y Pinus radiata. También se realizaron ensayos normalizados en el Instituto 
Nacional de Investigación de Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA). Se siguieron los pasos 
establecidos en la norma europea EN 113, donde las especies de madera empleadas fueron 
Pinus sylvestris y Fagus sylvatica. La madera fue tratada con tres compuestos fenólicos 
diferentes (siringaldehído, 4-cloro-2-metoxifenol y quercetín), siendo expuesta posteriormente 
al contacto con los hongos de podredumbre de la madera Trametes versicolor, Coniophora 
puteana, Postia placenta, Gloephyllum trabeum y un hongo aislado y no identificado 
denominado AJN1. Tras el periodo de exposición establecido por la norma, se determinó cuál 
de los tratamientos llevados a cabo permitió mejorar la resistencia a la biodegradación por 
parte de los hongos ensayados. Los resultados obtenidos mostraron una gran variación entre 
réplicas, por lo que los análisis estadísticos no resultaron fiables. Aun así, los resultados 
muestran una tendencia que indica que el compuesto 4-cloro-2-metoxifenol y la presencia de 
lacasa en el tratamiento mejoran la resistencia a la biodegradación.  
Otro objetivo pretendido mediante la acción de las lacasas y compuestos fenólicos 
sobre la superficie de la madera es la mejora de su hidrofobicidad. En la actualidad la 
hidrofobización de la madera mediante aceites, ceras o resinas no se considera un proceso 
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sostenible medioambientalmente ni rentable para la política de ahorro de las industrias. Por 
ello, el trabajo realizado en este apartado se basó en la unión permanente mediante grafting 
con lacasa del compuesto hidrofóbico lauril galato a chapas de madera procedente de F. 
sylvatica. La valoración del nivel de hidrofobicidad de la madera y el efecto de los tratamientos 
ensayados se realizó mediante la medida del ángulo de contacto de una gota de agua en la 
superficie de la madera. Los resultados indican que la presencia de lacasa durante el 
tratamiento duplica el ángulo de contacto de la gota sobre la madera, alcanzando los 117°, con 
respecto al tratamiento únicamente con el lauril galato. Se valoró el efecto de pretratamientos  
de la madera con tampón y lignina, observándose efectos negativos sobre la adquisición de 
hidrofobicidad. Se determinó la concentración óptima de lauril galato para obtener resultados 
positivos y reproducibles. Estos resultados fueron verificados mediante espectroscopía 
fotoelectrónica de rayos X y espectroscopía infrarroja. Finalmente, con objeto de comprobar si 
la lacasa inmovilizada podría actuar como biocatalizador para las reacciones de grafting sobre 
madera, se llevaron a cabo experimentos de grafting de lauril galato con enzima inmovilizada 
en agarosa. Los resultados obtenidos mostraron que este soporte no es adecuado para la 
realización de estos tratamientos, debido a que se detecta que los compuestos fenólicos 
activados se unen al soporte y no actúan sobre el material lignocelulósico.  
A pesar de obtener un derivado adecuado de lacasa inmovilizada, con respecto a 
mejoras en su estabilidad, actividad retenida y posibilidad de reutilización, el soporte 
empleado no ha resultado adecuado para las diversas aplicaciones ensayadas en el presente 
estudio. Los problemas de difusión generados y la posibilidad de que compuestos activados 
por la lacasa se unan al soporte requieren que se estudien nuevos soportes inertes que 
permitan superar las limitaciones detectadas con la agarosa.  
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SUMMARY 
Industrial processes commonly carried out by chemical processes are nowadays 
substituted by the use of enzymes as biocatalyst on several industries, in order to improve 
them regarding industrial and environmental issues. However, the use of enzymes is limited 
due to their low stability and high cost. Therefore, the immobilization of these enzymes could 
result in a good solution to overcome some of these limitations.  
Laccases are enzymes belonging to the group of oxidoreductases. They have been 
studied since XIX century. Laccases could be found in several species of plants and insects, but 
the most important source is the wood-rotting fungi. Their biochemical activity is based on the 
substrate oxidation with the consequent reduction of one molecule of oxygen to water. They 
have low substrate specificity and are able to oxidize wide range of substrates like phenolic 
compounds and aromatic amines.  
Laccases function differs depending on the producing organism and they are able to 
carry out degradation or polymerization processes. This feature makes them versatile enzymes 
that can be used in a huge range of industrial applications such as pulp bleaching on paper 
industry, degradation of xenobiotic compounds from contaminated effluents or as biosensors 
for phenolic compounds in food industry, for instance the benefits of these enzymes for 
environmental and biotechnological applications are obvious, but their low stability and high 
production costs limit their use.  
Enzyme immobilization is defined as the physical confinement of proteins on a limited 
space or by the union to an insoluble support. Once the enzymes are immobilized, they may 
maintain their activity, improving their stability and also promoting their reutilization. Laccases 
immobilization could overcome some of the limitations abovementioned.  
Considering the problems concerning the use of enzymes in industry, the aim of this 
thesis is to obtain a suitable derivative of immobilized laccase that improves it stability against 
adverse conditions and allows its reuse. This derivative is intended to be applied in several 
industrial processes; therefore it is necessary to study its ability in different applications. 
In order to reach this objective, the capability of different supports for the 
immobilization of laccases was evaluated. Also the advantages that the obtained derivatives 
could offer to be used in different applications were studied. The accomplished work was 
summarized in four Chapters: 
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- Chapter 1: Evaluation of different physical and chemical methods of enzyme 
immobilization for the laccases from the fungus Myceliophthora thermophila and 
Trametes villosa.  
- Chapter 2: Influence of diverse ionic liquids on the enzymatic behavior of the 
immobilized laccases. 
- Chapter 3: Biorremediation studies of polycyclic aromatic hidrocarbons by the M. 
thermophila laccase. 
- Chapter 4: Evaluation of the M. thermophila laccase capability, free and 
immobilized, to provide new properties to lignocellulosic compounds.  
Chapter 1 of this thesis contains a summary of different immobilization methods for 
the laccases of Myceliophthora thermophila and Trametes villosa, based on various physical or 
chemical methods. Entrapment in alginate beads was selected as a physical method for the 
immobilization of the laccase from M. thermophila. Different types of metal-alginate beads 
were tested and also different concentration of the polymer. High immobilization rates were 
achieved in all cases. Subsequently, the enzyme activity and stability were evaluated. The 
results showed that even high immobilization percentages were obtained, the loss of protein 
from the alginate beads to the reaction medium by diffusion implies that this method of 
immobilization was not suitable for this enzyme.  
Considering these previous results, the evaluation of other immobilization methods 
based on the covalent bond between the enzyme and the support was carried out. At first, 
immobilization of the laccase of M. thermophila on previously silanized and activated by 
glutaraldehyde silica supports was carried out. Silanization process was investigated in order to 
determine the best conditions to obtain high silanized supports. Similarly experiments were 
performed to find out the optimal percentage of glurataldehyde activation and the amount of 
enzyme during the immobilization process. The aim was to obtain laccase immobilized on 
supports that presents high activity and improved stability against temperature and pH. These 
experiments were carried out on celite, kaolinite and celite supports. The commercial silanized 
support CPC-silica was tested too. The amount of immobilized laccase on these supports was 
very low, and no stability improvement was detected, so that the search of more efficient 
supports for covalent immobilization was carried out.  
In the next step, covalent immobilization of laccases in agarose beads were chosen as 
an alternative method and support for the immobilization of M. thermophila and T. villosa 
laccases. This part of the research work was carried out in the Enzymatic Engeneering 
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Laboratory in the Institute of Catalysis and Petroleochemistry (ICP) led by Professor José 
Manuel Guisán, belonging to the Consejo Superior de Investigaciones Científicas (CSIC). 
Initially, the estructural models of these two laccases were developed, in order to know the 
type and density of the different aminoacids that are present on their surface. Different 
agarose supports with different functional groups on their surface were designed for the 
immobilization of each laccase. The different functional groups from the surface of the agarose 
promote the adsorption of the laccase in first place by the interaction with specific aminoacids, 
allowing different orientations of the immobilized protein. Once the enzyme was oriented, a 
subsequent covalent link was carried out in different ways, being the most important the 
multipoint covalent immobilization between the protein and the support. The multipoint 
covalent reaction between the laccase and the agarose was carried out between the 
nucleophile groups of the lysines from the protein and the aldehyde groups from the support. 
This multipoint attachment allowed the rigidification of the tertiary structure of the enzyme. 
Different derivatives were obtained for M. thermophila and T. villosa laccases and then 
evaluated by their immobilization rate, laccase activity and stability depending on their 
orientation with the support. The study of these properties allowed the selection of the best 
one regarding laccase stability against different conditions of temperature, pH and presence of 
organic solvents. The improvement on stability of the obtained derivatives was also carried out 
by the addition of different additives into the reaction medium like polymers, sugars, alcohols 
or aminoacids. Polyethyleneglycol and dextran resulted in the most suitable additives. 
Operational stability assays were carried out, in order to test the possibility of reusing or 
continuous using of the derivatives. These results demonstrated that the agarose support was 
the most suitable one for the covalent immobilization of the laccases under study.  
The following Chapters of this thesis cover different possible applications for both 
immobilized laccases from T. villosa and M. thermophila, focusing on the use of the laccase 
from M. thermophila due to its biochemical properties, since it could be used at high 
temperatures and neutral pH.  
Chapter 2 contains studies about the enzymatic behavior of both laccases from T. 
villosa and M. thermophila, free or immobilized, in the presence of different ionic liquids. Ionic 
liquids are low melting-point salts composed by an organic cation and an organic or inorganic 
anion. Their unique properties such as non-flammability, non-detectable vapour pressure and 
excellent chemical and thermal stability, make them suitable green solvents. It is expected that 
green solvents may be capable of replacing conventional organic solvents as reaction media in 
a huge number of organic reactions and biocatalytic synthesis. Several compounds are soluble 
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in ionic liquids, so that these solvents may improve the aqueous solubility of different 
reactants or products. Enzymes can work in presence of these green solvents and, in some 
cases, may improve their activity, stability and selectivity. The purpose of this Chapter was to 
know the effect of different ionic liquids on the enzymatic behavior and stability of the 
laccases under study in this thesis, with attention to the immobilized ones. Stability studies of 
the laccase in the presence of different concentrations of the ionic liquids 1-ethyl-3-
methylimidazolium ethylsulphate, 1-ethyl-3-methylimidazolium 2(2-methoxyethoxy) 
ethylsulphate y 1-buthyl-3-methylimidazolium bromide were performed. Results showed that 
the ionic liquids 1-ethyl-3-methylimidazolium ethylsulphate and 1-ethyl-3-methylimidazolium 
2(2-methoxyethoxy) ethylsulphate were the most suitable to use, maintaining the laccase 
activity over 50%. Furthermore, the study of the enzymatic behavior of the laccase from M. 
thermophila and its thermostability in the presence of the ionic liquid 1-ethyl-3-
methylimidazolium ethylsulphate was undertaken. Free and immobilized laccase behavior in 
the presence of the ionic liquid was very different. The immobilization caused diffusional 
limitations of the substrate, but also diminished the negative effect of the ionic liquid on the 
laccase. Immobilization of M. thermophila laccase also resulted in an improvement on its 
thermostability in the presence of the ionic liquid. All these experiments were performed 
during the collaboration with the group of the Professor Eugénia A. Macedo in the Laboratory 
of Separation and Reaction Engineering from the University of Porto.  
The possible application use of the laccases in the presence of ionic liquids offers the 
opportunity of improving the solubility of different substances. Therefore, it is known that 
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) can be biodegradated by these enzymes, however 
their low solubility could be increased by the use of ionic liquids in the reaction medium. 
In Chapter 3 the biodegradation of several PAHs by the lacase of M. thermophila was 
tested. Both free and immobilized laccases were evaluated for this purpose in combination 
with mediator compounds (laccase mediator system). PAHs are environmental contaminants 
originated from natural and anthropogenic sources. They are considered excellent pollution 
markers. PAHs are present both in the atmosphere and in soil, but mainly in industrial waste 
water. The carcinogenic and mutagenic properties of the PAHs, together with their wide 
environmental distribution, make their removal or remediation essential. The oxidation of 
PAHs by laccases depends on the laccase mediator system used. The structure, ionization 
potential and solubility of the PAHs must be taken into account for their bioremediation too. 
The ability of the laccase for the biodegradation of these compounds could be improved if the 
enzyme is immobilized. The assays performed in this Chapter evaluated the capability of the 
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laccase from M. thermophila to remove benzo[a]anthracene, pyrene, benzo[a]pyrene, 
fluoranthene y phenanthrene. All these PAHs belong to the EPA (Environmental Protection 
Agency-USA) list about priority pollutants. The results obtained by the immobilized M. 
thermophila laccase on agarose supports were similar to those obtained for the free laccase, 
showed higher levels or bioremediation for benzo[a]pyrene and benzo[a]anthracene, 
diminishing their concentration in 20% and 40%, respectively. The removal for the rest of the 
PAHs tested was undetected. Even the biorremediation levels were similar, the reaction time 
required for the immobilized laccase to achieve them was higher. This fact could be due to 
diffusional restrictions of the substrate, but also to the bond between the mediator and the 
agarose. The reuse of this immobilized enzyme was also evaluated in order to consider a 
continuous use of this derivative in the bioremediation of contaminated industrial effluents 
with the already mentioned PAHs. No positive results were obtained.  
On the other hand, these enzyme can be used in the paper and wood industry by 
simulating the natural reactions that carry out in their main producing organisms, ligninolytic 
fungi. Among them, wood-rotting decaying fungi have been deeply studied because of their 
extracellular enzymes.. Laccases produced by these organisms catalyzed the depolymerization 
of lignin by the oxidation of phenolic groups to their radicals. This action causes the 
degradation of wood, decreasing its resistance and therefore being harmful for wood 
structures exposed to wet conditions. Both wood deterioration factors, degradation by 
moisture and the action of fungi, are closely related. It has been found that laccases can 
depolymerize lignin, but also polymerize monolignols in the presence of molecular oxygen. 
This capability can be used for the activation different phenolic compounds in order to 
promote grafting reactions that can provide new properties for wood or wood-derived 
products. Laccases have the ability to oxidize a suitable substrate generating an active radical 
which can react by itself. These non-enzymatic reactions can provoke the degradation of 
polymers or create new covalent bindings with polymers as lignin. The biocide capability of 
different phenolic compounds is well known. Until the recent years, the wood protection 
against fungal and insect was carried out by applying protective compounds such as creosote, 
pentachlorophenol or chromate copper arsenate. During the last decades, new metal free 
compounds or non-biocide methods have been investigated. In addition, the chemical 
modification of wood has been evaluated as an alternative process. This chemical modification 
of wood is possible thanks to the grafting reaction with laccases. Laccases are able to bind 
different compounds onto wood preventing fungal degradation or even enhancing its 
hydrophobicity. This stable binding between the wood and the phenolic compounds results in 
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an eco-friendly process, preventing the release of the compound into the environment. Based 
on grafting methodology, Chapter 4 contains studies about the functionalization of wood with 
preservative purpose against fungal decaying and also about improving its hydrophobicity. 
Therefore wood from different species was treated by the action of the laccase from M. 
thermophila and various phenolic compounds.  
Initially, studies about the efficiency of grafting reaction with laccases were necessary, 
in order to know if the phenolic compounds were bonded in a permanent way to the wood 
surface. For that purpose, veneers from Fagus sylvatica were treated by laccase and the 
chlorate compound 4-chloro-2-methoxyphenol. After the treatment, wood was extensively 
washed with acetone so that the adsorbed compound should be removed. Wood veneers 
were superficially analyzed in order to know if the laccase was able to bind in a stable way the 
model compound selected. Results from the analysis by X-ray photoelectron spectroscopy 
showed changes in the O/C ratio of the wood, the appearance of chorine in the elemental 
composition and changes in the content of nitrogen due to the adsorption of the laccase. 
These results can conclude that the laccase was able to stable bind the chlorate compound to 
the wood. These first analyses were carried out using an easy detectable compound for the 
surface analytical techniques, because of its content in chlorine. These results suggest that 
laccases have a great capability for grafting reactions. 
Knowing that some phenolic compounds, which are toxic to wood decaying organisms, 
may be stable attached onto wood surface, studies about wood resistance against wood-
rotting fungi were carried out. Non-standardized assays were performed, where the treated 
wood was from ordinary species that can be found in the northwest of the Iberian Peninsula: 
Eucalyptus globulus, Pinus pinaster and Pinus radiata. Standardized test based on the 
European standard EN 113, were carried out at the National Research Institute of Agricultural 
and Food Technology (INIA). In this thesis the species of wood required were Pinus sylvestris 
and Fagus sylvatica. Wood was treated with three different phenolic compounds, being 
subsequently exposed to the wood rot fungi Trametes versicolor, Coniophora puteana, Postia 
placenta, Gloephyllum trabeum and the fungus named AJN1, isolated and unidentified. After 
standard exposure to fungi, the results reveled a positive effect of the presence of laccase on 
the treatments and the compound 4-chloro-2-methoxyphenol was determined as the most 
effective compound to improve the resistance of wood to biodegradation. 
Nowadays, the hydrophobization of the wood is performed by the addition of oils, 
waxes or resins and they are considered as environmentally non-sustainable processes and 
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unprofitable for the saving policy in industry. Therefore, in Chapter 4, the improvement of the 
hydrophobicity of the wood by the treatment of grafting by laccases and phenolic compounds 
was evaluated. To obtain this objective, several studies based on the permanent bond of the 
hydrophobic compound lauryl gallate to F. sylvatica veneers by the grafting with M. 
thermophila laccase were accomplished. In addition, the effect of several variables such as the 
type of pretreatment or the concentration of lauril gallate were evaluated in order to obtain 
positive and reproducible results. Improvement of the hydrophobicity was verified by the 
results showed by contact angle measurements, X-ray photoelectron spectroscopy and 
infrared spectroscopy. Finally, in this Chapter the immobilized laccase was evaluated as a 
biocatalyst for the grafting reactions. Two types of assays were performed: assays where the 
derivative of laccase-agarose was in direct contact with the wood and the lauril gallate 
compound and test where the derivatives where in contact with the lauril gallate and, once it 
was oxidized, it was subsequently contacted with the wood.  
Summing up, in this thesis, an immobilization method of lacase on agarose supports by 
covalent links had been developed. In addition, the derivatives obtained present high stability 
on different adverse conditions and allow the reuse of the enzyme. Likewise, these derivatives 
were evaluated in different mediums or environments, checking if they are able to proceed as 
good biocatalysts in different industrial applications. This would allow to performed more eco-
friendly industrial processes. Results showed that, even a suitable immobilized laccase 
derivative was obtained according to its stability and retained activity, it proved to be a non-
suitable biocatalyst for the applications tested in this thesis. Diffusion problems and the 
possibility of the bond between activated compounds and the support requires the evaluation 
of new inert supports which allow overcoming several of the limitations detected in this study.   
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RESUMO 
Dende un punto de vista ambiental, a utilización de encimas no sector industrial supón 
un grande avance para moitos procesos, nos cales os catalizadores químicos son a base das 
reaccións levadas a cabo. Porén, o emprego destes biocatalizadores está limitado pola súa 
escasa estabilidade e alto custo, polo que o desenrolo de técnicas como a inmobilización de 
encimas pode ser unha solución que permita superar estas desvantaxes.  
As lacasas son encimas pertencentes ó grupo das oxidorreductasas, estudadas dende o 
século XIX. Encóntranse en varios tipos de plantas e insectos, pero a súa principal fonte de 
recursos está nos fungos causantes da degradación da madeira. O mecanismo de acción das 
lacasas basease na oxidación simple de catro electróns presentes no sustrato, coa conseguinte 
redución dunha molécula de oxíxeno a auga. Estas encimas son capaces de oxidar compostos 
fenólicos e aminas aromáticas., o que indica que existe un extenso rango de sustratos 
susceptibles de ser oxidados polas lacasas.  
A función fisiolóxica das lacasas é diferente dependendo do organismo produtor, aínda 
que todas elas teñen a capacidade de levar a cabo procesos de degradación ou polimerización. 
Esta característica convérteas en encimas moi versátiles para ser empregadas nun gran 
número de aplicacións industriais coma pode ser o branqueamento da pasta de papel na 
industria papeleira, a degradación de compostos xenobióticos presentes en efluentes 
contaminados, a produción de fármacos ou o seu uso como biosensor de compostos fenólicos 
na industria alimentaria. As vantaxes da utilización destas encimas para aplicacións 
medioambientais e biotecnolóxicas está clara, pero a súa baixa estabilidade ante condicións 
adversas e o seu alto valor de produción limitan o seu uso.  
A inmobilización encimática defínese coma a retención física de proteínas nun lugar 
confinado do espazo ou mediante a unión a un soporte insoluble, onde se mantén a súa 
actividade e posibilita a súa reutilización. A inmobilización das lacasas pode superar algunha 
das limitacións anteriormente expostas, o que mellora de maneira significativa as súas 
propiedades encimáticas.  
Considerando a problemática existente sobre a utilización de enzimas no ámbito 
industrial, o obxectivo principal desta tese foi a obtención dun derivado de lacasa inmobilizada 
adecuado, que mellore a súa estabilidade ante condicións adversas e permita a súa 
reutilización. A finalidade desde derivado é poder empregalo en diferentes procesos 
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industriais, para o cal é necesario estudar a súa capacidade de actuación en distintas 
aplicacións.  
Tratando de alcanzar estes obxectivos, avaliouse a capacidade de distintos soportes 
para a inmobilización de lacasas e as vantaxes que os derivados obtidos podan ofrecer en 
diferentes aplicacións. O estudo realizado distribuíuse ó longo de catro Capítulos: 
- Capítulo 1: Avaliación de diferentes métodos de inmobilización, tanto físicos coma 
químicos, das lacasas procedentes dos fungos Myceliophthora thermophila e 
Trametes villosa.  
- Capítulo 2: Influencia dos líquidos iónicos sobre o comportamento enzimático das 
lacasas inmovilizadas, co fin de determinar se é posible a súa utilización en 
presenza destes compostos, considerados os disolventes do futuro.  
- Capítulo 3: Estudo da eliminación de hidrocarburos aromáticos policíclicos 
mediante a lacasa de M. thermophila inmobilizada, determinando as posibles 
vantaxes que pode ofrecer o proceso de inmobilización.  
- Capítulo 4: Valoración da capacidade da lacasa de M. thermophila, tanto libre 
coma inmobilizada, para proporcionar novas propiedades a compostos 
lignocelulósicos.  
No Capítulo 1 desta tese realízase unha revisión de diferentes métodos de 
inmobilización para as lacasas procedentes dos fungos M. thermophila e T. villosa, baseados en 
distintos métodos físicos ou químicos. Seleccionouse o método físico de inmobilización por 
atrapamento en esferas de alginato para a inmobilización da lacasa de M. thermophila. 
Testáronse diferentes tipos de esferas de alginato e distintas concentracións de este. Unha vez 
atrapada a lacasa, realizáronse ensaios de estabilidade para cada un dos tipos de esferas, 
determinando cales presentaban unha maior actividade e unha maior estabilidade en canto á 
retención da encima. Os resultados determinaron que, aínda obtendo porcentaxes iniciais de 
inmobilización preto do 100%, a perda de proteína por parte das esferas do xel mediante 
difusión implica que este método de inmobilización non sexa adecuado para esta encima.  
Avaliáronse tamén métodos de inmobilización baseados no enlace covalente entre a 
lacasa e o soporte. En primeiro lugar levouse a cabo a inmobilización da lacasa de M. 
thermophila sobre soportes de sílice previamente silanizados e activados con composto 
glutaraldehído. Realizouse un estudo da silanización destes soportes, determinando cal era o 
mellor método para obter un maior nivel de moléculas de silano na superficie destes. Da 
mesma maneira, realizáronse experimentos para determinar a porcentaxe de glutaraldehído e 
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a cantidade de encima óptimas no proceso de inmobilización, co fin de obter soportes con 
maior actividade e maior estabilidade térmica e antes distintas condicións de pH. Ademais de 
realizarse os ensaios sobre soportes de sílice naturais como a caolinita, a celita e a perlita, 
tamén se levou a cabo a inmobilización sobre o soporte comercial CPC-silica xa silanizado. A 
cantidade de encima que se conseguiu inmobilizar nestes soportes foi moi baixa, ademais de 
non presentar ningunha mellora en canto a súa estabilidade, polo que se levou a cabo a busca 
de outros soportes para unha inmobilización covalente eficaz.  
Coa finalidade de atopar un método e un soporte alternativos para a inmobilización 
covalente de lacasas, a agarosa foi escollida coma o soporte para, neste caso, inmobilizar as 
lacasas de T. villosa e M. thermophila. Estes ensaios de inmobilización leváronse a cabo no 
laboratorio de Ingeniería Enzimática do Instituto de Catálisis y Petroleoquímica (ICP) dirixido 
polo Profesor José Manuel Guisán, pertencente o Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas (CSIC). En primeiro lugar determináronse os modelos estruturais de ambas encimas 
co obxectivo de coñecer a súa composición de aminoácidos de superficie. A densidade 
superficial dos diferentes tipos de aminoácidos presentes la proteína determinará qué tipo de 
grupos funcionais son necesarios no soporte para a súa inmobilización. Para cada unha das 
encimas creáronse soportes de agarosa con diferentes grupos funcionais na superficie. Os 
distintos grupos funcionais promoven a adsorción das encimas mediante a interacion dos 
aminoácidos específicos, orientándose de diferentes maneiras. Unha vez a encima estivo 
orientada, a unión covalente posterior realizouse de forma distinta, sendo a máis importante o 
enlace multipuntual entre a encima e o soporte. A unión multipuntual entre as lacasas e o 
soporte de agarosa realizouse mediante o enlace entre os grupos nucleófilos das lisinas 
presentes nas proteínas e os grupos aldehído do soporte, rixidificando a estrutura terciaria da 
encima. A utilización de distintos derivados realizouse coa intención de analizar o nivel de 
inmobilización alcanzado en cada un deles, a actividade que presentaron e a influencia da 
orientación da encima con respecto ó soporte á hora de valorar a súa estabilidade fronte a 
diferentes factores. Desta forma, obtivéronse derivados tanto para a lacasa de M. Thermophila 
como para a de T. Villosa adecuados tendo en conta a porcentaxe de inmobilización, a 
actividade recuperada e a estabilidade en diferentes condicións. A orientación das lacasas e o 
grado de unión multipuntual sobre os soportes foi diferente, tendo influencia sobre as 
propiedades de actividade e estabiidade. Intentouse ademais incrementar a estabilidade dos 
derivados obtidos mediante a adición de diversos aditivos coma polímeros, azucres, alcohois 
ou aminoácidos ó medio de reacción, obténdose os mellores resultados para o polietilenglicol 
e o dextrano. Os mellores derivados obtidos foron sometidos a probas de reutilización, 
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verificando que o uso en continuo ou en repetidas ocasións das lacasas inmobilizadas é 
posible. Estes resultados mostraron que o soporte de agarosa resultou ser o máis adecuado 
para a inmobilización covalente das lacasas baixo estudo.  
Os seguintes Capítulos desta tese abarcan distintas aplicacións posibles para ambas 
lacasas procedentes de T. villosa e M. thermophila no seu estado inmobilizado, centrándose 
principalmente na utilización da lacasa de M. thermophila, debido a que as súas propiedades 
permiten empregala a temperaturas elevadas e sendo máis activa a pH neutros.  
No Capítulo 2 leváronse a cabo estudos sobre o comportamento encimático das 
lacasas de T. villosa e M. thermophila en presenza de diferentes líquidos iónicos, tanto no seu 
estado libre coma inmobilizado. Os líquidos iónicos son sales orgánicas que se atopan en 
estado líquido a temperatura ambiente. Son compostos non acuosos que durante os 
derradeiros anos tiveron gran importancia por ser substitutos dos disolventes orgánicos 
tradicionais. A súa baixa volatilidade, a súa estabilidade térmica e química e que non sexan 
inflamables fan que estes compostos resulten unha alternativa moi atractiva. Existe unha gran 
variedade de compostos solubles nos líquidos iónicos. As encimas poden levar a cabo 
reaccións catalíticas en presenza destes compostos. As solucións de mestura de auga con 
líquidos iónicos poden aumentar a solubilidade tanto de reactivos coma de produtos, neste 
caso en reaccións levadas a cabo polas lacasas. Nalgúns casos, as encimas que se atopan en 
presenza de líquidos iónicos melloran notablemente a súa actividade, estabilidade e 
selectividade. Coñecer de maneira exacta que efecto poderían ter algúns líquidos iónicos sobre 
as lacasas que se atopan baixo estudo nesta tese foi o obxectivo deste Capítulo, prestando 
atención ós resultados obtidos para as lacasas inmobilizadas. Para isto, leváronse a cabo 
estudos de estabilidade de ambas lacasas en presenza de distintas concentracións dos líquidos 
iónicos 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato, 1-etil-3-metilimidazolio 2(2-metoxietoxi) etilsulfato 
y 1-butil-3-metilimidazolio bromuro. O estudo revelou que os líquidos 1-etil-3-metilimidazolio 
etilsulfato e 1-etil-3-metilimidazolio 2(2-metoxietoxi) etilsulfato foron os máis adecuados, xa 
que se mantivo un 50% de actividade ante elevadas concentracións (50%).  Ademais realizouse 
o estudo dos parámetros cinéticos e a termoestabilidade da lacasa procedente do fungo M. 
thermophila en presenza do líquido iónico 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato. Os resultados 
demostraron que o comportamento enzimático da lacasa libre e inmobilizada é diferente, 
afectando a inmobilización á dispoñibilidade de substrato, como era predicible, diminuíndo o 
efecto negativo do líquido iónico sobre a afinidade da lacasa polo substrato. A inmobilización 
resultou tamén beneficiosa respecto a termoestabilidade da lacasa, a que se mellorou en 
presenza de líquido iónico entre 55°C e 60°C. Parte deste traballo realizouse durante unha 
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estadía no Laboratorio de Separación e Ingenieria de las Reacciones (LSRE) da Facultade de 
Engenharia da Universidade do Porto dirixido pola Profesora Eugénia A. Macedo.  
A posibilidade de utilizar as lacasas en presenza de líquidos iónicos ofrece a 
oportunidade de empregar estes compostos coma elementos que melloren a solubilidade de 
sustancias coma os hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs), que son susceptibles de ser 
biodegradados por parte destas encimas.  
O primeiro paso para que esta suposición sexa posible foi determinar se a lacasa de M. 
thermophila inmobilizada ten a capacidade de degradar ou oxidar algún destes compostos. No 
Capítulo 3 valorouse a biodegradación de HAPs por parte desta encima no seu estado libre e 
inmobilizado mediante o sistema lacasa-mediador. Os HAPs son contaminantes ambientais 
que teñen a súa orixe en fontes naturais ou antropoxénicas. Considéranse excelentes 
marcadores de contaminación ambiental e atópanse presentes tanto la atmosfera coma no 
solo, pero os vertidos tóxicos xerados pola industria fan que sexan moi presentes en augas. A 
súa natureza canceríxena e mutaxénica, en conxunto coa súa extensa distribución, fan que a 
eliminación ou remediación dos HAPs sexa de gran importancia.  A oxidación HAPs mediante 
lacasas depende de qué sistema lacasa-mediador se utilice e a estrutura, potencial de 
ionización e solubilidade do HAP baixo estudio. A capacidade das lacasas para a 
biorremediación destes compostos pode verse mellorada se a encima se encontra 
inmobilizada. Neste traballo valorouse a capacidade da lacasa de M. thermophila para eliminar 
benzo[a]antraceno, pireno, benzo[a]pireno, fluoranteno y fenantreno, pertencentes á lista 
creada pola EPA considerándose contaminantes prioritarios. Os resultados demostraron que 
os mellores niveis de oxidación se obtiveron para o benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno, 
diminuíndo a súa concentración un 20% e 40% respectivamente. Para o resto dos HAPs 
ensaiados a eliminación foi practicamente nula. Valorouse a bioeliminación de benzo[a]pireno 
e benzo[a]antraceno por parte da lacasa inmobilizada en soportes de agarosa. Neste caso os 
niveis de degradación alcanzados foron similares ós obtidos pola lacasa libre, pero o tempo de 
reacción requirido foi superior, debido a restricións na difusión do substrato e mediador a 
través da agarosa. Valorouse ademais a capacidade de reutilización do derivado, co fin de 
poder ser empregado en continuo para a biorremediación de efluentes industriais 
contaminados cos HAPs mencionados. A unión do mediador de forma estable ó soporte e a 
restrición na difusión fixeron inviable poder reutilizar a lacasa inmobilizada.  
Ademais da capacidade das lacasas para a eliminación de compostos contaminantes, a 
súa principal función nos seus organismos produtores, os fungos ligninolíticos, permite a súa 
RESUMEN/SUMMARY/RESUMO 
R-21 
 
utilización na industria papeleira e madereira levando a cabo reaccións que realizan no seu 
medio natural. Os fungos de podremia da madeira foron os máis estudados, precisamente 
porque as encimas que estes producen teñen moito interese biotecnolóxico nas industrias 
anteriormente mencionadas. As lacasas producidas por estes microorganismos catalizan a 
despolimerización da lignina mediante a oxidación de grupos fenólicos ós seus radicais. Esta 
acción provoca a degradación da madeira, diminuíndo as súas propiedades de resistencia e por 
tanto sendo prexudicial para as estruturas de madeira expostas a súa vez a condicións de 
humidade. Ambos factores de deterioración da madeira, a degradación por fungos e a 
humidade, están moi relacionados entre si. Comprobouse que as lacasas poden despolimerizar 
a lignina, pero ademais teñen a capacidade de polimerizar monolignoles en presenza de 
osíxeno molecular. Esta capacidade pódese utilizar para a activación das fibras da madeira ou 
de diferentes produtos lignocelulósicos para que compostos fenólicos activados, tamén pola 
lacasa, se unan e proporcionen así novas propiedades a produtos madereiros ou ós seus 
derivados.  Este mecanismo de unión de pequenas moléculas a polímeros é coñecido coma 
grafting.  
As lacasas teñen a capacidade de oxidar un substrato adecuado, creándose un radical 
que posteriormente realiza reaccións non encimáticas por el só, xerando a degradación de 
polímeros ou creando unións covalentes con polímeros coma a lignina. É coñecida a 
capacidade biocida de varios compostos fenólicos. A protección da madeira ante o ataque por 
fungos ou insectos realizouse mediante a aplicación  de compostos protectores coma a 
creosota, o pentaclorofenol ou o arseniato de cobre cromado. Durante as derradeiras décadas 
buscáronse compostos libres de metais pesados ou métodos non biocidas. Un método 
alternativo os comunmente empregados sería a modificación química da madeira. Esta 
modificación da madeira mediante a unión estable de compostos que eviten a degradación por 
fungos e melloren a súa hidrofobicidade é posible grazas o grafting mediante lacasas. A unión 
estable con compostos preservantes ofrece a vantaxe de ser un tratamento máis respectuoso 
co medio ambiente, evitando o seu lavado e posterior exposición ó medio, coma ocorre cos 
compostos utilizados ata agora. Desta forma, ó longo do Capítulo 4 valorouse a 
funcionalización da madeira con fines preservantes fronte á degradación por parte de fungos 
de podremia e proporcionando novas propiedades coma a hidrofobicidade. Para isto, a 
madeira de diferentes especies foi tratada mediante a aplicación da lacasa de M. thermophila 
e diversos compostos fenólicos.  
En primeiro lugar determinouse se o tratamento de grafting mediante lacasa é capaz 
de unir de forma covalente ou estable os compostos fenólicos á superficie da madeira a tratar. 
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Para isto, láminas de madeira procedente de faia (Fagus sylvatica) foron tratadas con lacasa e 
o composto clorado 4-cloro-2-metoxifenol. Tras o tratamento e un exhaustivo lavado con 
acetona, determinouse se o composto continuou presente na superficie da madeira. Os 
resultados da análise mediante espectroscopía fotoelectrónica de raios X mostraron cambios 
na ratio O/C da madeira, a aparición de cloro na composición elemental e cambios na 
capacidade de adsorción da lacasa, permitindo determinar que a lacasa ten a capacidade de 
unir de maneira estable o composto á madeira. Neste caso, os estudios realizáronse utilizando 
un composto sinxelo de detectar para técnicas de análise de superficie xa que posúe cloro, 
pero deixa claro que a unión poder ser posible para calquera outro composto fenólico 
susceptible de ser activado mediante a lacasa.  
Sabendo que algúns dos compostos fenólicos que resultan tóxicos para organismos 
que atacan a madeira se poderían unir de forma estable á súa superficie, leváronse a cabo 
ensaios de resistencia á biodegradación por fungos da podremia da madeira. Realizáronse 
ensaios non normalizados nos que a madeira a tratar foi de especies residentes no noroeste da 
Península Ibérica: Eucalyptus globulus, Pinus pinaster e Pinus radiata. Os ensaios normalizados 
foron realizados no Instituto Nacional de Investigación de Tecnología Agraria y Alimentaria 
(INIA). Seguíronse os pasos establecidos na norma europea EN 113, onde se empregaron as 
especies de madeira Pinus sylvestris e Fagus sylvatica. A madeira foi tratada con tres 
compostos fenólicos diferentes, expoñéndose posteriormente ó contacto cos fungos da 
podremia da madeira Trametes versicolor, Coniophora puteana, Postia placenta, Gloephyllum 
trabeum e un fungo illado e non identificado denominado AJN1. Tralo período de exposición 
establecido pola norma, determinouse cal dos tratamentos levados a cabo foi efectivo na 
mellora da resistencia á biodegradación por parte dos fungos ensaiados. Os resultados obtidos 
mostraron unha gran variación entre réplicas, polo que as análises estatísticas non resultaron 
fiables. Pese a todo, os resultados mostraron unha tendencia que indica que o composto 4-
cloro-2-metoxifenol e a presenza de lacasa no tratamento melloran a resistencia á 
biodegradación.   
Outro obxectivo a alcanzar mediante a acción das lacasas e compostos fenólicos sobre 
a superficie da madeira foi a mellora da súa hidrofobicidade. Na actualidade, a hidrofobización 
da madeira mediante aceites, ceras ou resinas non se considera un proceso sostible 
medioambientalmente, nin rendible para a política de aforro das industrias. Por isto, o traballo 
realizado neste apartado se baseou na unión permanente mediante grafting con lacasa do 
composto hidrofóbico lauril galato a chapas de madeira procedente de F. sylvatica. A 
valoración do nivel de hidrofobicidade da madeira e o efecto dos tratamentos ensaiados 
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realizouse mediante a medida do ángulo de contacto dunha gota de auga na superficie da 
madeira. Valorouse o efecto de pretratamentos con tampón e solución de lignina. 
Determinouse a concentración de lauril galato óptima para obter resultados positivos e 
reproducibles. Estes resultados foron verificados mediante análises de medidas de ángulo de 
contacto, espectroscopía fotoelectrónica de raios X e espectroscopía infravermella. O último 
paso no desenrolo destes ensaios foi comprobar se a lacasa inmobilizada podería actuar como 
biocatalizador para as reaccións de grafting sobre madeira. Os resultados obtidos mostraron 
que este soporte non foi adecuado para estes tratamentos, debido a que se detecta que os 
compostos fenólicos teñen a capacidade de unirse ó soporte e non actúan sobre o material 
lignocelulósico. 
A pesar de obter un derivado adecuado de lacasa inmobilizada, con respecto á mellora 
da súa estabilidade, da actividade retida e da posibilidade de reutilización, o soporte 
empregado non resultou adecuado no caso das diversas aplicacións ensaiadas na presente 
tese. Os problemas de difusión xerados e a posibilidade de que compostos activados pola 
lacasa se unan ó soporte requiren o estudo de novos soportes inertes que permitan superar as 
limitacións detectadas coa agarosa.  
Por último, resaltar que os obxectivos principais desta tese foron a obtención dun 
derivado de lacasa inmobilizada adecuado, que mellorase a súa estabilidade en distintas 
condicións adversas e que permítese a súa reutilización. Así mesmo probáronse estes 
derivados de lacasas en distintos medios e ambientes, comprobando se actuaron de forma 
adecuada para a súa aplicación en varios procesos industriais, o que permitiría unha mellora 
dos procesos dende o punto de vista do respecto polo medio ambiente.  
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1.1 INTRODUCCIÓN 
1.1.1 LACASAS 
1.1.1.1 DEFINICIÓN 
Las lacasas son de las pocas enzimas que han sido estudiadas desde el siglo XIX. Su 
descubrimiento fue realizado por Yoshida (1883), quién la detectó en la sabia tóxica del árbol 
japonés del látex Rhus vernicifera (Madhavi y Lele, 2009).  
Las lacasas pertenecen al grupo de las bencenodiol:oxígeno oxidorreductasas (EC 
1.10.3.2). Representan el mayor subgrupo de multicobre oxidasas, siendo diferenciadas gracias 
a la capacidad redox de sus átomos de cobre, mediante los cuales se cataliza la oxidación de un 
amplio espectro de compuestos fenólicos y aminas aromáticas mientras se produce la 
reducción de oxígeno molecular a agua (Giardina et al., 2010).  
1.1.1.2 FUENTES 
Desde su descubrimiento, las lacasas han sido identificadas en varias especies de 
plantas tales como Rhus succedanea, Lactarious piperatus y Prunus persica, localizándose en 
las paredes celulares, donde ocurre principalmente la biosíntesis de lignina (Loera Corral et al., 
2006). Su presencia también se extiende a los insectos, perteneciente a los géneros Bombyx, 
Calliphora, Diploptera, Drosophilia, Lucilia, Manduca, Musca, Phormia y Schistocerca entre 
otros (Madhavi y Lele, 2009), donde se cree que juega un papel importante en la 
esclerotización de la cutícula, oxidando catecoles a las correspondientes quinonas. Podemos 
encontrar lacasas también dentro del dominio de las bacterias, pero únicamente en algunas 
especies como Azospirillum lipoferum, Marinomonas mediterranea, Streptomyces griseus, 
Streptomyces apomoea y Bacillus subtilis (Loera Corral et al., 2006), siendo importantes en la 
morfogénesis, la biosíntesis de pigmentos marrones en las esporas que las protegen de los 
rayos UV y además en la homeostasis del cobre (Giardina et al., 2010).  
Además de aparecer en todos estos organismos, la mayoría de las lacasas descritas en 
la bibliografía han sido aisladas de hongos superiores: ascomycetes, deuteromycetes y 
basidiomycetes. Se detectan en los hongos causantes de la degradación de la madera, en 
hongos saprófitos del suelo y en patógenos de plantas, además de en setas (hongos agáricos) 
como el champiñón, el género Pleurotus y la seta medicinal Lentinula edodes (Morozova et al., 
2007a). Pero los productores más comunes de estas enzimas ligninolíticas son prácticamente 
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todos los hongos de la podredumbre blanca de la madera, siendo éstas las más estudiadas. Los 
basidiomycetes productores más referenciados son Trametes versicolor, Trametes hirsuta, 
Trametes ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerena maxima, Coriolopsis polizona, 
Lentinus tigrinus, Pleurotus enryngii, etc…(Morozova et al., 2007a; Madhavi y Lele, 2009). Con 
respecto a los ascomycetes saprofíticos en los que se ha demostrado la presencia de lacasas 
son Myceliophthora thermophila y Chaetomium thermophile, ambos implicados en la 
mineralización de la materia orgánica que formará parte del humus (Morozova et al., 2007a).  
La mayoría de estas lacasas fúngicas son proteínas extracelulares, pero también se han 
descrito algunas intracelulares, y las tres principales funciones que pueden llevar a cabo en 
estos organismos son la formación de pigmentos, la degradación de lignina y la degradación de 
compuestos tóxicos en su metabolismo (Loera Corral et al., 2006).  
1.1.1.3 PROPIEDADES MOLECULARES Y ACTIVIDAD 
La mayoría de las lacasas tienen un tamaño molecular entre 60 y 100 kDa. Una 
importante contribución del tamaño de estas enzimas está determinada por la glicosilación, 
que aporta entre el 10 y el 50%. Esta glicosilación de las lacasas es la responsable de su 
secreción como enzima extracelular, su actividad, la retención de los átomos de cobre y la 
estabilidad térmica (Xu, 2002). Con respecto a su punto isoeléctrico (pI) y el pH óptimo, 
presentan amplias diferencias en función de si la lacasa proviene de hongos o plantas. Las 
lacasas fúngicas presentan un pI de entre 3 y 7, mientras que las de plantas rondan el 9. El pH 
óptimo de las lacasas procedentes de hongos está entre 3,5 y 5,2, mientras que el de las 
procedentes de plantas se encuentra entre 6,8 y 7,4. Esta diferencia se debe básicamente a la 
función que ejercen en cada uno de estos organismos y además se debe tener en cuenta que 
un mismo organismo puede producir distintas isoformas de la misma lacasa con diferentes 
características. Las lacasas purificadas presentan una coloración azul que resulta en una 
absorbancia espectral alrededor de la longitud de onda de 600nm. Esta respuesta ante la luz 
visible se debe a la presencia de cuatro átomos de cobre situados en cada monómero de 
lacasa, y están clasificados de diferente forma como se explicará a continuación (Madhavi y 
Lele, 2009).  
Las lacasas tienen actividad o-difenol y p-difenol, además son capaces de oxidar 
aminofenoles, polifenoles, poliaminas y aril diaminas así como algunos iones inorgánicos. Esta 
amplia lista da una idea de la escasa especificidad de sustrato y el extenso rango de sustratos 
susceptibles de ser oxidados por las lacasas. El mecanismo de acción de las lacasas combina la 
oxidación simple de cuatro electrones del sustrato reductor con la reducción de los cuatro 
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enlaces de la molécula de oxígeno. Esto se lleva a cabo utilizando los cuatro átomos de cobre 
distribuidos en tres grupos diferentes en el centro activo y que se clasifican en función de sus 
características espectroscópicas y de su señal de resonancia electrónica paramagnética (REP) 
(Giardina et al., 2010). El átomo de cobre tipo I (T1) es el responsable del intenso color azul de 
la enzima, absorbe la luz alrededor de los 600nm de longitud de onda y es detectable 
mediante REP. El cobre tipo II (T2) carece de color pero es detectable por REP y el cobre tipo III 
(T3) consiste en un par de átomos unidos mediante un puente y que muestran una leve 
absorción cerca del espectro UV y no producen señal mediante REP. Estos dos últimos, T2 y T3, 
forman un grupo trinuclear donde tiene lugar la unión y la reducción del oxígeno molecular 
(Durán et al., 2002; Madhavi y Lele, 2009). La cristalización de varias lacasas ha permitido 
determinar que los cobres T2 y T3 se encuentran alejados uno del otro a tan solo 4Å y el cobre 
T1 a 12Å de ellos dos (Figura 1.1).  
 
Figura 1.1. Centro activo de la lacasa de T. versicolor. El cobre T1 está coordinado con dos histidinas y con el azufre 
de una cisteína. Además aparece la fenilalanina, que tiene un papel importante en la afinidad por el sustrato. El 
cobre T2 está coordinado con tres ligandos, dos histidinas y agua. Los cobres T3 están coordinados, cada uno de 
ellos, con 3 histidinas y un puente de hidróxido (Figura realizada con el programa de estructuras moleculares Pymol 
(Schrödinger, Inc.)). 
La reducción del cobre T1 es el factor limitante en el proceso catalítico que realiza la 
lacasa. La diferencia de potencial entre el cobre T1 y el sustrato reductor es lo que determina 
el ratio de transferencia electrónica. Las lacasas solamente pueden oxidar compuestos con un 
potencial de ionización más bajo o igual que el potencial redox del cobre T1. El potencial de T1 
también determina la eficiencia catalítica de la oxidación de los distintos sustratos, y esto hace 
que las lacasas con mayor potencial redox de T1 sean las más prometedoras en biotecnología. 
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Se ha determinado el potencial del cobre T1 de varias lacasas y se ha obtenido mucha 
variación en un rango entre 420 y 790mV, pudiéndose dividir así en grupos: alto, medio y bajo 
potencial redox. El cobre T1 crea una depresión en la superficie de la enzima que hace posible 
su papel como aceptor primario ya que en ese espacio tiene cabida un amplio espectro de 
sustratos sin permanecer demasiado hundidos. El potencial redox del cobre T2 y cobre T3 sólo 
han sido determinados en pocas ocasiones, mientras que el T1 ha sido determinado en 
prácticamente todas las lacasas estudiadas (Morozova et al., 2007a; Giardina et al., 2010).  
Además de todos los aspectos relacionados con el potencial redox, el impedimento 
estérico también puede tener gran importancia a la hora de discernir cuales son los sustratos 
susceptibles de ser oxidados por la enzima. Las lacasas de Trametes villosa y Myceliopthora 
thermophila, son dos lacasas de potencial redox muy diferente (0,79 y 0,46V respectivamente). 
Las lacasas del género Trametes se consideran lacasas de alto potencial redox, tienen un 
residuo de fenilalanina como ligando axial del cobre T1 y es lo que aparentemente hace que su 
potencial redox sea tan alto. Sin embargo, la lacasa de M. thermophila tiene una leucina como 
ligando axial, al igual que la lacasa de Melanocarpus albomyces, lo cual hace que su potencial 
redox sea más pequeño. En consecuencia, la lacasa de M. thermophila es menos eficiente a la 
hora de oxidar compuestos fenólicos (Tadesse et al., 2008). Mediante mutagénesis dirigida se 
ha sustituido la leucina por una fenilalanina en el ligando axial de esta lacasa, pero no se 
observó una mejora significativa en el aumento de potencial redox o en los parámetros 
cinéticos. La sustitución del residuo de fenilalanina por una leucina en la lacasa de T. villosa 
descendió el potencial redox del cobre T1, pero no en una cantidad significativa (50mV). Por 
todo esto, se deduce que los residuos cercanos al cobre T1 no son tan influyentes en la 
variación del potencial redox de éste, pero sí pueden modificar la afinidad por el sustrato 
afectando a los valores de Km (Morozova et al., 2007a).  
El mecanismo catalítico de la lacasa empieza con la aceptación de cuatro electrones 
(cuatro oxidaciones simples) procedentes del sustrato por el cobre T1, seguido de una 
transferencia electrónica interna desde el T1 reducido hasta el conjunto T2 y T3 a través del 
tripéptido altamente conservado His-Cys-His. Los átomos de cobre del tipo T3 actúan como 
aceptores de electrones debido a la oxidación aeróbica que se lleva a cabo, donde la presencia 
del cobre T2 es necesaria. La reducción del oxígeno molecular a agua se produce en el 
conjunto T2 y T3, pasando por una fase intermedia de peróxido, estabilizada por el cobre T2 
(Durán et al., 2002; Morozova et al., 2007a; Madhavi y Lele, 2009) (Figura 1.2).    
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Figura 1.2. Ciclo catalítico de la lacasa.  
1.1.1.4 SISTEMA LACASA- MEDIADOR 
Como se ha comentado anteriormente, las lacasas tienen un potencial redox bajo, por 
lo que únicamente pueden oxidar compuestos fenólicos en ese rango de potencial. Por esto se 
planteó la hipótesis de que pequeñas moléculas podrían actuar como mediadores redox entre 
el centro activo de la enzima y los sustratos no fenólicos. Un ejemplo de la aplicación de 
sistemas lacasa-mediador es el proceso de blanqueo de pasta de papel, donde las lacasas son 
empleadas para la degradación de la lignina. Las lacasas no tienen un acceso directo a la 
lignina, por lo que se ha demostrado que la aplicación de estas enzimas en la presencia de 
compuestos mediadores aumenta el rango oxidativo de las mismas (Riva, 2006; Moldes, 2010; 
Aracri y Vidal, 2011). El primer mediador sintético empleado para oxidar compuestos no 
fenólicos presentes en la lignina fue el 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) 
(ABTS). Ejemplos de mediadores sintéticos ampliamente estudiados y empleados en diversas 
aplicaciones de las lacasas son el N-hidroxibenzotriazol (HBT), N-hidroxiacetanilida y ácido 
violúrico (VA) (Figura 1.3). Sin embargo, existe cada vez más interés por los mediadores 
naturales obtenidos de plantas o como subproductos de la industria, lo cual reduciría 
enormemente el coste que supone la síntesis de los mediadores anteriormente mencionados 
(Camarero et al., 2007; Moldes et al., 2008; Cañas y Camarero, 2010; Moldes et al., 2010). 
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Figura 1.3. Ejemplos de mediadores de lacasa: (a) ácido 3-hidroxiantranílico, (b) ácido siríngico, (c) 2,2,6,6-
tetrametil-1-oxil-piperidina (TEMPO), (d) N-hidroxibenzotriazol (HBT), (e) N-hidroxi ftalimida  (HPI), (f) ácido violúrico 
(VA), (g) N-hidroxiacetanilida, (h) 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS).  
Las características que debe reunir un compuesto mediador ideal son: 
- Ser un buen sustrato para la lacasa 
- Sus formas oxidada y reducida deber ser estables sin inhibir la reacción enzimática 
- Su conversión redox debe ser cíclica 
- Deben tener elevado potencial redox 
La oxidación del compuesto mediador por parte de la lacasa genera un intermediario 
de alto potencial redox capaz de oxidar de forma química (no enzimática) incluso compuestos 
no fenólicos que no podrían ser oxidados por las lacasas directamente. Este intermediario o 
mediador es de nuevo reducido volviendo a su estado inicial, cerrando el ciclo de oxidación 
(Figura 1.4). En teoría y de forma ideal, un mediador redox puede realizar ciclos indefinidos sin 
degradarse (Morozova et al., 2007b). Sin embargo se sabe que esta suposición no es cierta y 
que estas pequeñas moléculas acaban por consumirse (Moldes et al., 2008). Además, desde el 
punto de vista industrial, estos mediadores deben ser respetuosos con el medio ambiente y 
accesibles económicamente (Cañas y Camarero, 2010).  
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Figura 1.4. Esquema del ciclo de oxidación de la lacasa en presencia de mediador. 
Los sistemas lacasa-mediador han sido utilizados con éxito en diferentes campos de la 
biotecnología como el blanqueo de pasta de papel y degradación de la lignina como ya se 
comentó (Moldes et al., 2010), la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos (Gómez 
et al., 2006) y la decoloración de tintes de la industria textil (Moldes y Sanromán, 2006), entre 
otros.  
1.1.1.5 APLICACIONES  
Las lacasas tienen un enorme potencial biotecnológico debido a su versatilidad para la 
oxidación de un amplio rango de sustratos y a que su producción se puede realizar a gran 
escala ya que son proteínas extracelulares. La función fisiológica de las lacasas es diferente en 
función del organismo productor, pero todas ellas tienen la capacidad de llevar a cabo 
procesos de degradación o polimerización, característica que las convierte en enzimas muy 
versátiles para ser utilizadas en un gran número de aplicaciones industriales. De forma natural, 
las lacasas producidas por hongos de podredumbre blanca están destinadas a la degradación o 
despolimerización de la lignina presente en la madera. Esta capacidad se ha utilizado como 
aplicación tanto en la industria papelera para el blanqueo de la pasta de papel como para la 
degradación de compuestos xenobióticos presentes en efluentes contaminados (Moldes et al., 
2004; Gómez et al., 2006; Moldes y Sanromán, 2006; Gamelas et al., 2007; Majeau et al., 2010; 
Moldes et al., 2010; Aracri y Vidal, 2011). Esta degradación se puede mejorar empleando 
mediadores tanto sintéticos como naturales que permiten oxidar un amplio rango de 
sustratos, como se ha explicado anteriormente. La base de todos estos usos es la capacidad de 
la lacasa de producir un radical libre a partir de un sustrato, promoviendo su degradación. Este 
mismo mecanismo es empleado por las lacasas procedentes de plantas para la polimerización 
de la lignina, un proceso totalmente contrario al anterior. El mecanismo de polimerización se 
basa en la formación de radicales de compuestos fenólicos seguida de reacciones de 
polimerización, lo cual permite tanto la síntesis de polímeros como el posible acoplamiento de 
Lacasa (ox)
Lacasa (red) Mediador (ox)
Mediador (red) Sustrato (ox)
Sustrato (red)
H2O
O2
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compuestos radicales a la lignina, gracias en parte a su baja especificidad de sustrato. Como 
resultado sería posible aplicar las reacciones de polimerización como sistema de adhesión de 
fibras o partículas de madera para la fabricación de tableros y para dotar de nuevas 
propiedades a compuestos lignocelulósicos mediante el acoplamiento de un componente 
fenólico previamente activado por la lacasa (Hüttermann et al., 2001; Chandra y Ragauskas, 
2002; Garcia-Ubasart et al., 2012).  
Durante los últimos años, la bioelectroquímica ha generado especial atención y por 
ello se han desarrollado biosensores de aplicación en diferentes campos: medioambiental 
(Portaccio et al., 2006; Shleev et al., 2006), alimentario (Montereali et al., 2010)  y energético 
(Nogala et al., 2006; Servat et al., 2007). Se pueden encontrar referencias a las múltiples 
aplicaciones de las lacasas en la industria biotecnológica en los trabajos publicados por 
Rodríguez Couto y Toca Herrera (2006) y Madhavi y Lele (2009) (Figura 1.5).  
 
Figura 1.5. Potenciales aplicaciones de las lacasa. 
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1.1.2 INMOVILIZACIÓN 
1.1.2.1 DEFINICIÓN 
La inmovilización enzimática se define como el proceso mediante el cual se confina o 
retiene una enzima en una región definida del espacio o en un soporte insoluble en el que se 
mantiene su actividad enzimática y que permite la reutilización de la misma.  
Como se ha comentado anteriormente, las lacasas son excelentes biocatalizadores 
para aplicaciones biotecnológicas y medioambientales. Tienen ciertas características que les 
permiten llevar a cabo procesos químicos tanto bajo condiciones naturales como 
experimentales. Pero la utilización de estas enzimas para aplicaciones prácticas sigue estando 
limitada debido a la baja estabilidad antes condiciones adversas y a los altos costes de 
producción (Hu et al., 2007; Rekuć et al., 2009b). La inmovilización de las lacasas o cualquier 
otra enzima puede superar algunas de estas limitaciones, mejorando significativamente las 
propiedades enzimáticas (Kunamneni et al., 2008). Esta inmovilización tiene diversas ventajas y 
desventajas que hay que tener en cuenta, como se muestran en la Tabla 1.1 (Arroyo, 1998; 
Georgieva et al., 2008; Arica et al., 2009).  
Tabla 1.1. Ventajas y desventajas de la inmovilización enzimática.  
VENTAJAS DE LA INMOVILIZACIÓN DESVENTAJAS DE LA INMOVILIZACIÓN 
Incremento de la estabilidad frente a altas 
temperaturas y ante condiciones extremas o 
agentes químicos 
Alteraciones conformacionales de la 
enzima 
Fácil separación de los productos de reacción Heterogeneidad enzima-soporte 
Trabajo en continuo y reutilización Pérdida de actividad enzimática 
1.1.2.2 MÉTODOS DE INMOVILIZACIÓN DE ENZIMAS 
En general, los métodos principales de inmovilización enzimática pueden clasificarse 
en dos grandes grupos dependiendo de si la interacción entre la enzima y el soporte es de tipo 
química o física. Estos distintos tipos de interacción implican un gran número de métodos de 
inmovilización. Dentro de la técnica de inmovilización física podemos encontrar métodos como 
el atrapamiento de la enzima en una matriz tridimensional o la microencapsulación en 
polímeros de naturaleza orgánica o inorgánica, mientras que la inmovilización química incluye 
el método de adsorción iónica al soporte, la unión covalente con el mismo o la auto-
inmovilización (en la que el soporte no es requerido) (Figura 1.6). Todos y cada uno de estos 
métodos presenta sus propias ventajas y desventajas.  
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MÉTODOS FÍSICOS 
Atrapamiento Microencapsulación 
 
 
 
MÉTODOS QUÍMICOS 
Adsorción Unión Covalente Autoinmovilización 
  
 
Figura 1.6. Métodos de inmovilización enzimática 
MÉTODOS DE INMOVILIZACIÓN FÍSICA 
ATRAPAMIENTO 
Se define como la retención física de las enzimas en una matriz sólida porosa como por 
ejemplo poliacrilamida, colágeno, alginato, gelatina, etc. El proceso se lleva a cabo mediante la 
suspensión de la enzima en la solución del monómero seguido de la polimerización de este, ya 
sea por un cambio físico (temperatura) o por la reacción con un compuesto químico, 
quedando la enzima atrapada y evitando su contacto directo con el ambiente que la rodea. 
 
Figura 1.7. Atrapamiento enzimático en una matriz sólida porosa 
Grupo nucleófilo
Grupo químico activo
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Es el método de inmovilización más sencillo (Figura 1.7) y en el que no se produce 
ningún tipo de alteración en la estructura de la enzima, sin embargo presenta una gran 
desventaja como es la limitación de transferencia de masa por la escasa difusión del sustrato. 
Además no permite la inmovilización de una gran cantidad de proteína (Arroyo, 1998; Brady y 
Jordaan, 2009). Existen muchos ejemplos de lacasas inmovilizadas mediante este método en la 
bibliografía, sobre todo para su aplicación en la decoloración de tintes (Tabla 1.2). Como 
ejemplo, Lu et al. (2007) inmovilizaron una lacasa comercial en microesferas de alginato-
quitosan, mejorando su estabilidad para luego emplearla en la decoloración del tinte Alizarin 
Red.  
Tabla 1.2. Inmovilización de lacasas mediante el método de atrapamiento, soportes utilizados y aplicaciones finales.  
INMOVILIZACIÓN DE LACASAS POR ATRAPAMIENTO  
Lacasa Soporte Aplicación Referencia 
Rhus vernicifera 
Membranas microporosas de 
fibras de polipropileno 
Degradación de 
xenobióticos 
Moeder et al. (2004) 
Trametes villosa y       
Aspergillus niger 
Matriz de polianilina Biosensor Timur et al. (2004) 
Trametes villosa 
Polímeros. Cetil-etil-
polietilenimina y Nafion 
Biosensor Yaropolov et al. (2005) 
Trametes villosa Alginato de Cu o Ca  - Brandi et al. (2006) 
Trametes 
versicolor 
Esferas de carbono-alginato  - Khani et al. (2006) 
Cerrena unicolor 
Lámina de tetrametoxisilano 
sobre partículas de grafito 
Biopila Nogala et al. (2006) 
Coriolus  versicolor Alginato de Ca 
Degradación de 
xenobióticos 
Zhang et al. (2006) 
Lacasa de 
Novozymes 
Microcapsulas de alginato-
quitosan 
Decoloración de 
tintes 
Lu et al. (2007) 
Trametes 
versicolor 
Tubos de carbono porosos Biopila Servat et al. (2007) 
Polyporus rubidus Esferas de alginato 
Decoloración de 
tintes 
Dayaram y Dasgupta 
(2008) 
Trametes 
versicolor 
Matriz de polipirrol Biopila Merle et al. (2008) 
Streptomyces 
psammoticus 
Esferas de alginato de Cu o Ca 
Degradación de 
fenoles 
Niladevi y Prema 
(2008) 
Myceliophthora 
thermophila 
(Denilite II S) 
Alginato o gelatina con 
polietilenglicol 
Decoloración de 
tintes 
Wang et al. (2008a) 
Cerrena unicolor 
Gel de poli(N-isopropilacrilamida) 
sobre oxido de indio y estaño  
 - Klis et al. (2009) 
Trametes 
versicolor 
Matriz de diglicerisilano Biosensor Montereali et al. (2010) 
Lentinus 
polychrous 
Esferas de alginato de Cu, Zn y Ca 
Decoloración de 
tintes 
Phetsom et al. (2009) 
Trametes 
versicolor 
Estructuras de hidrogel  
Decoloración de 
tintes 
Yamak et al. (2009) 
 
CAPÍTULO 1 
1-12 
 
MICROENCAPSULACIÓN 
Este es un método muy similar al atrapamiento, suele presentar las mismas 
limitaciones en cuanto a difusión aunque también ofrece una protección elevada a la proteína 
al aislarla del medio. La microencapsulación consiste en rodear a las enzimas de membranas 
semipermeables que permiten el paso de las moléculas de sustrato y producto, pero no de la  
enzima (Figura 1.8). Estas membranas semipermeables pueden ser polímeros como la 
polietilenimina o materiales inorgánicos como SiO2 (Rochefort et al., 2008). Las microcápsulas 
resultantes tendrán forma esférica y su tamaño puede variar entre 1 y 100µm. Este sistema de 
inmovilización permite también la inmovilización simultánea de varias enzimas, permitiendo 
así utilizar los derivados de enzimas en procesos complejos en los que interfieran varias 
reacciones en cadena.  
 
Figura 1.8. Microencapsulación de enzimas 
Varios ejemplos de inmovilización de lacasas mediante el método de 
microencapsulación están reflejados en la Tabla 1.3. En los últimos años serían destacables 
varios trabajos relacionados con la utilización de  matrices de sol-gel sílica para la 
microencapsulación de la lacasa del hongo Trametes versicolor (Mohidem y Mat, 2009; Qiu y 
Huang, 2010). Existe otra técnica de microencapsulación que ha sido recientemente utilizada 
denominada layer by layer (LbL). Consiste en la formación de finas capas  de polianiones y 
policationes establecidas sobre un soporte sólido y entre las cuales se intercalan capas de 
enzimas. La última capa debe estar formada por enzimas, y la actividad del derivado 
dependerá del número de capas acopladas. Este método de inmovilización suele utilizarse 
sobre electrodos con la finalidad de crear biosensores (Szamocki et al., 2009).  
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Tabla 1.3. Inmovilización de lacasas por microencapsulación, soportes empleados y aplicaciones finales.  
INMOVILIZACIÓN DE LACASAS POR MICROENCAPSULACIÓN  
Lacasa Soporte Aplicación Referencia 
Trametes hirsuta Pellets de alúmina con LbL 
Decoloración de 
tintes 
Rodríguez Couto et al. 
(2007) 
Sin especificar Polímeros de polietilenimina Biopila Rochefort et al. (2008) 
Trametes 
versicolor 
Sol-gel sílica - Mohidem y Mat (2009) 
Trametes trogii LbL sobre electrodos de oro - Szamocki et al. (2009) 
Trametes 
versicolor 
Pellets de alúmina con LbL Industria papelera Crestini et al. (2010) 
Sin especificar Sol-gel sílica 
Degradación de 
xenobióticos 
Qiu y Huang (2010) 
Cerrena unicolor Sol-gel sílica. Plexiglass® Biopilas Nogala et al. (2010) 
Trametes 
versicolor 
Microcapsulas de 
polietilenimina 
- 
Zhang y Rochefort 
(2010) 
MÉTODOS DE INMOVILIZACIÓN QUÍMICA 
ADSORCIÓN 
La adsorción de una enzima a un soporte se basa en enlaces iónicos o fuerzas débiles 
de atracción entre ellos de tipo puentes de hidrógeno o fuerzas de Van der Waals (Figura 1.9). 
El pH del medio así como la fuerza iónica e hidrofobicidad de la superficie del soporte han de 
tenerse en cuenta a la hora de realizar el proceso de inmovilización. Controlar las variables que 
dirigen la adsorción puede ser complicado, por lo que la unión al soporte es débil y además los 
derivados obtenidos son poco estables desde el punto de vista mecánico (Arroyo, 1998). A 
pesar de estos inconvenientes, es un método relativamente simple y económico para la 
inmovilización de enzimas, por lo que presenta un mayor poder comercial en comparación con 
el resto de los métodos (Bayramoglu y Yakup Arica, 2009; Brady y Jordaan, 2009).  
 
Figura 1.9. Adsorción de enzimas en un soporte mediante fuerzas iónicas 
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Centrándose concretamente en la enzima lacasa, la mayoría de estudios de adsorción 
se han realizado con la lacasa de Trametes versicolor y los soportes más comúnmente 
empleados han sido los de base de sílice. Se pueden observar varios ejemplos de casos 
concretos en la Tabla 1.4.  
MCM-41 es un soporte mesoporoso de sílice en el cual la lacasa fue adsorbida 
mejorando su estabilidad térmica, su estabilidad ante distintas condiciones de pH, así como 
también su estabilidad operacional (40% actividad residual después de 10 ciclos de uso) (Wang 
et al., 2008b). En otro trabajo se utilizaron partículas de sílice mesoporosas como MCM, CNS y 
SBA-15 como soporte para la inmovilización de las lacasas de Trametes hirsuta y M. 
thermophila. Los soportes fueron previamente funcionalizados con glutaraldehído y 
etilenglicol-n-hidroxisuccinimida o con anhídrido citracónico, obteniéndose los mejores 
resultados para la inmovilización de la lacasa de M. thermophila sobre SBA-15 funcionalizado 
con glutaraldehído (Forde et al., 2010). Existen trabajos que demuestran que la inmovilización 
por adsorción es mejor que otros métodos. Como ejemplo cabe citar el trabajo de Huajun et 
al. (2009) quiénes realizaron un estudio comparativo de la inmovilización de la lacasa de T. 
versicolor por adsorción y mediante unión covalente. Concluyeron que la adsorción resultó ser 
el mejor método de inmovilización para esta lacasa, utilizando como soporte oro nanoporoso 
previamente tratado con ácido lipoico y azul de metileno. Este soporte presenta bastantes 
ventajas en cuanto a tamaño de poro para que las reacciones ocurran y puede ser recuperado 
mediante un tratamiento con ácido nítrico. Aunque el principal objetivo de la inmovilización es 
aumentar la estabilidad de las lacasas, tanto operacional como ante condiciones adversas, en 
algunas ocasiones puede ofrecer otras ventajas. Sirvan como ejemplo los resultados obtenidos 
por Ahn et al. (2007). En este caso se utilizó hidróxido de aluminio como soporte para la 
adsorción de la lacasa de T. villosa. La lacasa inmovilizada presentó la misma actividad que la 
libre, pero con menor resistencia a altas temperaturas o ante la degradación por proteasas. Sin 
embargo, la inmovilización logró que la lacasa fuese menos sensible a la inhibición por ácidos 
húmicos y su estructura secundaria prácticamente no se modificó en su presencia. En este 
caso este derivado podría suponer un excelente biocatalizador para la remediación de suelos. 
Otra técnica de inmovilización por adsorción consiste en el intercambio iónico que se produce 
entre la enzima y resinas como el dextrano, la agarosa o el quitosan, que contengan 
numerosos grupos funcionales o iones móviles (Arroyo, 1998; Ibrahim et al., 2007; Córdova et 
al., 2009; Çorman et al., 2010). 
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Tabla 1.4. Ejemplos de inmovilización de lacasa por adsorción y sus correspondientes aplicaciones.  
INMOVILIZACIÓN DE LACASAS POR ADSORCIÓN  
Lacasa Soporte Aplicación Referencia 
Pycnoporus 
sanguineus 
Microesferas magnéticas de quitosan - 
Jiang et al. 
(2005b), Jiang et 
al. (2005a) 
Trametes versicolor Electrodos de grafito Biosensor 
Portaccio et al. 
(2006) 
Trametes hirsuta Electrodos de grafito Biosensor 
Shleev et al. 
(2006) 
Coriolus versicolor Carbón activo 
Degradación de 
xenobióticos 
Zhang et al. 
(2006) 
Trametes villosa Hidróxido de aluminio - Ahn et al. (2007) 
Myceliophthora 
thermophila 
(Denilite II S) 
Fibras de algodón Industria textil 
Ibrahim et al. 
(2007) 
Cerrena unicolor 
Láminas de indio y estaño, oro 
policristalino, vidrio cubiero con oro y 
plata, electrodos de oro  
- 
Mazur et al. 
(2007) 
Trametes versicolor Electrodo de carbono vidrioso Biosensor 
Mousty et al. 
(2007) 
Trametes versicolor Electrodos de carbono-sonogel Biosensor 
ElKaoutit et al. 
(2007), ElKaoutit 
et al. (2008) 
Trametes versicolor 
Oro nanoporoso sobre electrodos de 
carbono vidrioso 
Biopila Qiu et al. (2008) 
Sin especificar Sílica mesoporosa: MCM-41 - 
Wang et al. 
(2008b) 
Pycnoporus 
sanguineus 
Partículas magnéticas de Cu
2+
  - 
Wang et al. 
(2008) 
Cerrena unicolor Granocel - 
Rekuć et al. 
(2008) 
Trametes versicolor 
Láminas de 
poli(hidroxietilmetacrilato)-
glicidimetacrilato: PHEMA-g-GMA 
Degradación de 
xenobióticos 
Bayramoglu y 
Yakup Arica 
(2009) 
Myceliophthora 
thermophila 
(Denilite II Base) 
Cristales de Mg/Al en capas dispuestas 
sobre oro nanoporoso 
- 
Córdova et al. 
(2009) 
Sin especificar Partículas magnéticas de quitosan - Fang et al. (2009) 
Trametes versicolor Oro nanoporoso  - 
Huajun et al. 
(2009) 
Trametes versicolor Sílica mesoporosa: MCM-41 Biosensor Xu et al. (2009) 
Trametes versicolor 
Nanoesferas de 
poli(hidroxietilmetacrilato-n-
metacrilol-(L)-histidinmetiléster  
- 
Çorman et al. 
(2010) 
Trametes hirsuta y 
Myceliophthora 
thermophila 
Partículas de sílica mesoporosa: MCM, 
CNS y SBA-15 
- 
Forde et al. 
(2010) 
Trametes versicolor Esferas magnéticas 
Decoloración de 
tintes 
Bayramoglu et al. 
(2010b) 
Trametes versicolor Sílica mesoporosa: SBA-15 
Degradación de 
xenobióticos 
Fernando 
Bautista et al. 
(2010) 
Trametes versicolor 
Electrodos de carbono. Nanotubos de 
carbono y tubos de carbono porosos 
Biopila 
Rubenwolf et al. 
(2010) 
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UNIÓN COVALENTE 
El método más interesante para la inmovilización de enzimas desde el punto de vista 
de aplicaciones industriales es la unión covalente de la enzima al soporte. Por este motivo, 
durante la última década ha sido el mecanismo más empleado para la inmovilización de las 
lacasas. El método está basado en la activación de grupos químicos en la superficie del soporte 
que serán susceptibles de reaccionar con los grupos nucleófilos de la proteína, creándose 
uniones covalentes (Arroyo, 1998) (Figura 1.10). De entre los veinte aminoácidos que podemos 
encontrar en la estructura de las proteínas, la lisina, a través de su grupo amino,  es la más 
recurrida para la unión de la enzima a los grupos activos del soporte. Esto se debe a que es uno 
de los aminoácidos más frecuentes en la superficie de las proteínas y además es muy reactivo 
(Brady y Jordaan, 2009).  
 
Figura 1.10. Unión covalente entre los grupos nucleófilos de la enzima y el soporte. 
Las técnicas de inmovilización covalente utilizan soportes inertes que son activados 
posteriormente o soportes comerciales que ya se pueden obtener con grupos químicos 
apropiados en su superficie. El soporte óptimo para la inmovilización debe tener grupos 
reactivos de corta longitud y que se encuentren en gran número. Estas características son las 
que permiten una unión multipuntual entre el soporte y la enzima, proporcionándole a la 
misma la rigidez que requiere para no verse influida por factores externos y poder mejorar su 
estabilidad. Se ha demostrado que un mayor número de uniones o interacciones enzima-
soporte mejora considerablemente la estabilidad térmica de diversas enzimas (Pedroche et al., 
2007). Esta unión multipuntual entre la proteína y el soporte se ve afectada por varios 
factores. Desde el punto de vista del soporte la porosidad y la densidad superficial de grupos 
reactivos son los factores más influyentes, ya que rigen en que grado de interacción con la 
proteína. Las condiciones experimentales son otro factor a tener en cuenta, sobre todo el 
Grupo nucleófilo
Grupo químico activo
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tiempo de reacción entre el soporte y la enzima, que regirá el número de interacciones que se 
produzcan. Como se mencionó anteriormente, las lisinas son los residuos más utilizados para 
esta unión multipuntual con el soporte, pero cabe la posibilidad de variar, tanto genética como 
químicamente la cantidad y tipo de residuos de superficie de las proteínas, lo que permitiría 
aumentar las posibilidades de rigidificar la estructura y por lo tanto estabilizar la proteína 
creando mayor número de uniones (Mateo et al., 2006). Las dos principales ventajas que  
presenta la inmovilización covalente, aparte de poder mejorar la estabilidad de la enzima, son 
que la manipulación de los derivados es sencilla y que la carga de enzima permanece 
constante en todo momento, facilitando su uso en reactores en continuo. La estructura 
terciaria de la enzima se mantiene estable debido al gran número de uniones, y por ello ofrece 
resistencia a agentes desnaturalizantes. Sin embargo, este tipo de inmovilización puede 
producir un cambio en la estructura del sitio activo, reduciendo la actividad o inactivando la 
enzima por completo (Arroyo, 1998). Muchos tipos de soportes han sido utilizados para la 
inmovilización de lacasas mediante unión covalente, como por ejemplo resinas activadas con 
grupo epoxi como Eupergit o Sepabeads (Brandi et al., 2006; Berrio et al., 2007; Kunamneni et 
al., 2008; Russo et al., 2008). Dos de las aplicaciones de las lacasas más estudiadas durante los 
últimos años son los biosensores y las biopilas creados basándose en la inmovilización de estas 
enzimas. Se utilizan soportes que puedan ejercer de electrodos y generalmente su unión con 
las lacasas es covalente. Los soportes más comunes para este tipo de aplicaciones son soportes 
de carbono, cristal, oro, plata o grafito, previamente modificados para la unión covalente, 
utilizando grupos carboxilo, grupos amino o el recurrido método de activación por N-
hidroxisuccinimida e hidrocloruro de carbodiimida (NHS/EDC) (Solná y Skládal, 2005; Michota-
Kaminska et al., 2006; Portaccio et al., 2006; Shleev et al., 2006; Cordi et al., 2007; Klis et al., 
2007; Balland et al., 2008; Rahman et al., 2008; Tang et al., 2008; Vaz-Dominguez et al., 2008; 
Szamocki et al., 2009; Tan et al., 2009). También se han empleado soportes magnéticos para la 
inmovilización covalente, generalmente nanopartículas o esferas de reducido tamaño, los 
cuales permiten una fácil separación de las partículas con lacasa inmovilizada del resto de 
medio (Huang et al., 2006; Pich et al., 2006; Zhang et al., 2007a; Zhao et al., 2008; Rotková et 
al., 2009). Una gran variedad de fibras y polímeros han sido empleados también para la 
inmovilización covalente de lacasas. En primer lugar se une la enzima al soporte para luego 
llevar a cabo la polimerización o el entrecruzamiento de este, quedando la proteína inmersa en 
las fibras y unida de forma irreversible al soporte. Se han utilizado fibras de nylon así como 
chitosan, polímeros de acrilato o partículas de alcohol polivinílico (Vianello et al., 2006; Bryjak 
et al., 2007; Silva et al., 2007; Zhang et al., 2008; Arica et al., 2009; Rasera et al., 2009; Shang et 
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al., 2009b; Shang et al., 2009a). Varios ejemplos tanto de soportes como de aplicaciones de las 
lacasas inmovilizadas covalentemente se muestran en la Tabla 1.5.  
Tabla 1.5. Inmovilización covalente de lacasas, soportes utilizados y aplicaciones.  
INMOVILIZACIÓN DE LACASAS POR UNIÓN COVALENTE 
Lacasa Soporte Aplicación Referencia 
Trametes 
versicolor 
Caolinita 
Degradación de 
xenobióticos 
Dodor et al. (2004)  
Trametes 
modesta 
Pellets de óxido de aluminio 
Decoloración de 
tintes 
Kandelbauer et al. 
(2004) 
Rhus vernicifera 
Membrana de nylon activada con 
glicidil metacrilato 
 - Grano et al. (2004) 
Myceliophthora 
thermophila 
(Denilite) 
Electrodos de carbono vidrioso y 
electrodos de platino  
Biosensor 
Quan y Shin, (2004a), 
Quan y Shin (2004b), 
Quan y Shin (2004c), 
Quan et al. (2004a), 
Quan et al. (2004b)  
Rigidoporus 
lignosus 
Monocapa autoensamblada de 
ácido 3-mercaptopropiónico en la 
superficie de un electrodo de oro  
Biosensor Vianello et al. (2004) 
 Sin especificar 
Electrodo de mercurio unido a 
polimero de gelatina 
Biosensor Kirgöz et al. (2005) 
Coriolus hirsutus Superficie de oro Biosensor Solná y Skládal (2005) 
Trametes villosa Eupergit C y carbón activo   Brandi et al. (2006)  
Coriolus 
versicolor 
Quitosan   Chen et al. (2006) 
Trametes 
versicolor 
Caolinita y sílica mesoporosa SBA-
15 
Degradación de 
xenobióticos 
Hu et al. (2007) 
 Sin especificar Electrodos de oro y plata  - 
Michota-Kaminska et 
al. (2006) 
Trametes 
versicolor 
Electrodos de grafito Biosensor Portaccio et al. (2006) 
Trametes 
versicolor 
Partículas magnéticas: 
poli(estireno-co-actoacetoxietil-
metacrilato) con maghemita  
 - Pich et al. (2006) 
Trametes hirsuta Esferas de vidrio poroso aminadas  Biosensor Shleev et al. (2006) 
Coriolus 
versicolor 
Electrodo de óxido de indio y 
estaño 
Biosensor Tang et al. (2006) 
Rigidoporus 
lignosus 
ECH-Sepharose (resina) Biosensor Vianello et al. (2006) 
Pycnoporus 
sanguineus 
Partículas magnéticas: Cobre o Zinc 
tetra-aminoftalocianina-Fe3O4  
 - 
Huang et al. (2006), 
Huang et al. (2007) 
Pycnoporus 
coccineus 
Eupergit C y Eupergit C 250L 
Degradación de 
xenobióticos 
Berrio et al. (2007) 
Cerrena unicolor 
Copolímero de butil acrilato y 
etilenglicol dimetacrilato  
 - Bryjak et al. (2007) 
Trametes 
versicolor 
Esferas de CPC-sílica  
Decoloración de 
tintes 
Champagne y Ramsay 
(2007) 
Trametes 
versicolor 
Soportes de vitrocerámica, grafito 
pirolítico y electrodo de fibra de 
carbono 
Degradación de 
xenobióticos y 
biosensor 
Cordi et al. (2007) 
Trametes 
versicolor 
Membranas de nylon activadas con 
glicidilmetacrilato 
Degradación de 
xenobióticos 
Manco et al. (2007) 
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Tabla 1.5 (continuación). Inmovilización covalente de lacasas, soportes utilizados y aplicaciones.  
INMOVILIZACIÓN DE LACASAS POR UNIÓN COVALENTE 
Lacasa Soporte Aplicación Referencia 
Cerrena unicolor Electrodos de oro  - Klis et al. (2007) 
Trametes hirsuta Nylon (woven polyamide 6.6)  - Silva et al. (2007) 
Lacasa de Fluka 
Electrodos de carbono con núcleo 
magnético de Fe3O4-SiO2 
Biosensor Zhang et al. (2007a) 
Lacasa de Fluka 
Partículas magnéticas (Fe3O4-SiO2) 
sobre electrodos de carbono 
Biosensor 
Zhang et al. (2007b), 
Tang et al. (2008) 
Trametes sp.  Electrodos de oro Biopila Balland et al. (2008) 
Rhus vernicifera Membrana de polipropileno   
Georgieva et al. 
(2008) 
Myceliophthora 
thermophila 
(Denilite II S) 
Sepabeads EC-EP3 y Dilabeads NK 
Decoloración de 
tintes 
Kunamneni et al. 
(2008)  
 Sin especificar 
Nanopartículas magnéticas de sílica 
silanizada  
 - Liu et al. (2008) 
Trametes 
versicolor 
Tubos porosos de carbono 
activados con aminopolipirrol  
Biopila Merle et al. (2008) 
Rhus vernicifera 
Nanopartículas de oro con 
dendrímeros 
Biosensor Rahman et al. (2008) 
Pleurotus 
ostreatus 
Eupergit 250L 
Degradación de 
tintes 
Russo et al. (2008) 
Trametes hirsuta 
Electrodos de grafito de baja 
densidad (LDG) 
Biopila 
Vaz-Dominguez et al. 
(2008) 
 Sin especificar 
Partículas magnéticas de  Fe3O4 y 
alginato 
Decoloración de 
tintes 
Zhao et al. (2008) 
Coriolus 
versicolor (Fluka) 
Quitosan 
Degradación de 
xenobióticos 
Zhang et al. (2008) 
Cerrena unicolor Granocel  - 
Rekuć et al. (2008), 
Rekuć et al. (2009b)  
Rhus vernicifera 
Poli(glicidilmetacrilato/etilenglicol 
dimetacrilato) no poroso: 
(poly(GMA/EGDMA) 
Degradación de 
tintes 
Arica et al. (2009) 
Pleurotus sajor-
caju 
Membranas de 6.6 poliamida 
Degradación de 
xenobióticos 
Rasera et al. (2009) 
Cerrena unicolor Espumas de sílice (MCFs) 
Decoloración de 
tintes 
Rekuć et al. (2009a) 
Trametes 
versicolor y 
Pycnoporus 
cinnabarinus 
Esferas magnéticas macroporosas 
de celulosa  
Decoloración de 
tintes 
Rotková et al. (2009) 
Agaricus 
bisporous 
Cerámica-quitosan  - 
Shang et al. (2009b) 
Shang et al. (2009a) 
Pleurotus sajor-
caju 
Sílica mesoporosa: SBA-15 
Degradación de 
xenobióticos 
Salis et al. (2009) 
Trametes trogii Electrodos de oro  - Szamocki et al. (2009)  
Trametes 
versicolor 
Electrodo de carbono vidriosos con 
nanotubos de carbono y quitosan 
Biopilas y 
biosensores 
Tan et al. (2009) 
Laccase Roglyr 
Lite 1540 
Partículas criogelizadas de alcohol 
polivinílico  
 - Stanescu et al. (2010) 
Trametes 
versicolor 
Soportes de ceramica en estructura 
de panal de abeja 
Decoloración de 
tintes 
Plagemann et al. 
(2011) 
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Tabla 1.5 (continuación). Inmovilización covalente de lacasas, soportes utilizados y aplicaciones.  
INMOVILIZACIÓN DE LACASAS POR UNIÓN COVALENTE 
Lacasa Soporte Aplicación Referencia 
Sin especificar  
Resinas macroporosas de 
intercambio iónico funcionalizadas 
con glutaraldehído 
Decoloración de 
tintes 
Zhang et al. (2010) 
Trametes 
versicolor 
Membranas de polipropileno Biopilas 
Georgieva et al. 
(2010) 
Sin especificar 
Electrodo de carbono vidrioso. 
Nanotubos de carbono 
Biopilas Zeng et al. (2010) 
Trametes 
versicolor 
Quitosan activado por EDC. 
Degradación de 
xenobióticos 
Cabana et al. (2011) 
Bacillus subtilis 
Electrodo de carbono vidrioso 
funcionalizado con sales de 
aminofenil monodiazonio 
Biopilas Beneyton et al. (2011) 
Coriolopsis gallica 
Electrodos de grafito con ácido 
benzoico hidroclorado 4-2-
aminoetil  
Biopila 
Martinez-Ortiz et al. 
(2011) 
Independientemente del soporte que se quiera utilizar o de la finalidad para la que se 
está inmovilizando la lacasa, para la inmovilización covalente es muy importante conocer los 
grupos químicos activos presentes en el soporte así como la estructura enzimática, que 
permite saber qué aminoácidos y por tanto qué grupos nucleófilos están presentes en la 
superficie. Es la base para una correcto conocimiento de qué uniones se están produciendo y 
en qué zonas de la proteína, lo que será inidicativo de por qué se consigue mejorar o empeorar 
su estabilidad ante condiciones adversas. 
AUTOINMOVILIZACIÓN 
El empleo de soportes sólidos para la inmovilización de enzimas puede reducir la 
actividad específica del biocatalizador, por lo que se han realizado estudios de inmovilización 
enzimática sin soportes, la cual es posible gracias al uso de moléculas conectoras bifuncionales 
(Brady y Jordaan, 2009). Estos conectores pueden ser dialdehídos, diiminoésteres, 
diisocianatos y diaminas activadas por carbodiimida (Arroyo, 1998). Ejemplos de este tipo de 
método de inmovilización están resumidos en la Tabla 1.6.  
Una técnica perteneciente a esta categoría es la formación de los denominados 
cristales de enzima reticulada (CLECs), que tienen una excelente actividad y estabilidad 
operacional, pero cuya obtención es complicada debido a que se necesita una cantidad de 
enzima cristalizada considerable. La variedad denominada agregados de enzima reticulada 
(CLEAs) implica la precipitación de la enzima, mientras que se produce su purificación y su 
inmovilización en un mismo paso (Figura 1.11) (Arroyo, 1998; Cabana et al., 2007; Brady y 
Jordaan, 2009; Matijošyte et al., 2010).  
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Tabla 1.6. Autoinmovilización de lacasas. 
AUTOINMOVILIZACIÓN DE LACASAS 
Lacasa Soporte Aplicación Referencias 
 
Coriolopsis polyzona 
Agregados enzimáticos (CLEAs) con 
polietilenglicol y glutaraldehído 
Degradación de 
xenobióticos 
Cabana et al. 
(2007) 
Pleurotus ostreatus 
Superficie de silicona con monocapa 
de hidrofobinas  
 - 
De Stefano et 
al. (2009) 
Myceliophthora 
thermophila (Denilite II 
Base y Denilite II Assist) 
Spherezymes. Agentes de 
entrecruzamiento: glutaraldehído y 
etilendiamina 
 - 
Jordaan et al. 
(2009) 
Trametes versicolor y        
Trametes villosa 
CLEAs con polietilenglicol o 
glutaraldehído o radical N-oxi 
TEMPO 
Degradación de 
xenobióticos 
Matijošyte et 
al. (2010) 
Otra opción es la formación de biofilms autoensamblados con hidrofobinas, a las 
cuales se pueden unir otras proteínas como las lacasas mejorando su estabilidad (De Stefano 
et al., 2009).  
 
Figura 1.11. Modelo de agregados enzimáticos CLEAs 
Recientemente se ha desarrollado un nuevo método de autoinmovilización, 
Spherezyme (SZ) o macro partículas esféricas catalíticas (Figura 1.12). El único ejemplo de la 
aplicación de este método para lacasas ha sido realizado por Jordaan et al. (2009). Utilizaron 
glutaraldehído y etilendiamina como agentes de entrecruzamiento de las enzimas en una 
emulsión oléica, una vez que se han agregado dejando expuestas sus zonas apolares. Se 
emplearon polietilenimina y etanoalamina para el recubrimiento de las enzimas.  
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Figura 1.12. Esquema de la formación de Spherezymes. 
1.1.2.3 SELECCIÓN DE UN MÉTODO DE INMOVILIZACIÓN ADECUADO 
En función de todo lo explicado anteriormente, podemos deducir que no existe un 
método universal de inmovilización enzimática, ni siquiera un soporte adecuado para todas las 
posibles aplicaciones (De Stefano et al., 2009). El soporte utilizado deber ser insoluble, 
compatible con la lacasa y debe mantener la actividad y estabilidad de la enzima en las 
condiciones del proceso, considerándose indeseable cualquier interacción desfavorable entre 
la lacasa y la superficie del soporte (Silva et al., 2007). Con respecto a la difusión, el sustrato 
tiene que ser capaz de adentrarse en el soporte para que la reacción con la enzima se lleve a 
cabo. Aquí es donde los materiales poco porosos no son la mejor opción, además de tener 
limitaciones en la cantidad de enzima inmovilizada. Por el contrario, los materiales porosos 
tienen alta capacidad de inmovilizar mucha cantidad de proteína, pero sustratos de alto peso 
molecular también se ven limitados en la difusión (Arica et al., 2009).  
La inmovilización de lacasa es muy ventajosa si la comparamos con la enzima libre, 
siempre que el sistema de inmovilización sea de fácil manejo, disminuya notablemente la 
pérdida de enzima y permita su reutilización (Champagne y Ramsay, 2007). Existen numerosos 
ejemplos en la bibliografía en los que se describe la mejora de la estabilidad térmica y 
operacional de las lacasas inmovilizadas con respecto al enzima libre. Una recopilación de 
estas citas se puede encontrar en la Tabla 1.7. 
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Tabla 1.7. Datos de estabilidad térmica y operacional de lacasas inmovilizadas. Se representa en % de actividad 
residual. En algunos casos aparece la energía de activación (Ea) o las veces que es más estable la lacasa 
inmovilizada con respecto a la lacasa libre.  
LACASA  ESTABILIDAD TÉRMICA 
ESTABILIDAD 
OPERACIONAL 
REFERENCIA 
Trametes villosa 
(Novo Nordisk) 
Libre Ea: 25 kcal /mol  
Ahn et al. (2007)  
Inmov. Ea: 11,8 kcal/mol  
Rhus vernicifera 
 
Libre 
55°C 2h: 39% 
65°C 2h: 7% 
 
Arica et al. (2009)  
Inmov. 
55°C 2h: 64% 
65°C 2h: 45% 
 
Trametes versicolor 
(Sigma) 
 
Libre 
55°C 2h: 59% 
65°C 2h: 11% 
  Bayramoglu y 
Yakup Arica 
(2009)  Inmov. 
55°C 2h: 76% 
65°C 2h: 47% 
  
Trametes versicolor 
(Sigma) 
 
Libre 
55°C 2h: 53% 
65°C 1,5h: 0% 
  
Bayramoglu et al. 
(2010a) 
Inmov. 
55°C 2h: 81% 
65°C 1,5h: 58% 
  
Trametes versicolor 
(Sigma) 
 
Libre 
55°C 2h: 24% 
65°C 2h: 3% 
  
Bayramoglu et al. 
(2010b) 
Inmov. 
55°C 2h: 71% 
65°C 2h: 35% 
  
Cerrena unicolor 
 
Libre 60°C 21h: 0%   Bryjak et al. 
(2007) Inmov. 60°C 21h: 60%   
Trametes versicolor 
(Sigma) 
Libre 40°C 12h: 0%  Cabana et al. 
(2011) Inmov. 40°C 12h: 45-65%   
Coriolopsis polyzona 
Libre 
40°C 24h: 0% 
t0,5: 2h 
  
Cabana et al. 
(2007) 
Inmov. 
40°C 24h: 20-40% 
t0,5: 7,7-19,3h 
  
Trametes versicolor 
(Sigma) 
Libre 45°C 4h: 26,5%   Çorman et al. 
(2010) Inmov. 40°C 4h: 66%   
Trametes versicolor 
Libre 
20 50°C: 60-35% 
>50°C: 0% 
  
Dodor et al. 
(2004) 
Inmov. 
20-50°C: 100% 
>50°C: 85% 
  
Pycnoporus sanguineus 
Libre 60°C 3.5h: 19,4%   Jiang et al. 
(2005b) Inmov. 60°C 3.5h: 74% 10 ciclos: 80% 
Myceliophthora 
thermophila  
(Denilite II Base) 
Libre    
Jordaan et al. 
(2009) Inmov. 
50°C: ↑3,07 veces 
60°C: ↑2,73 veces 
70°C: ↑2,70 veces 
  
Myceliophthora 
thermophila  
(Denilite II S) 
Libre 
75°C: 59% 
80°C: 37% 
  
Kunamneni et al. 
(2008) 
Inmov. 
75°C: 72% 
80°C: 48% 
17 ciclos: 84% 
Trametes versicolor 
(JenaBIOS) 
Libre 70°C 1,5h: 0%   
Pich et al. (2006) 
Inmov. 70°C 1,5h: 40%   
Trametes versicolor 
(Sigma) 
 
Libre 50°C 2h: 6%   
Qiu et al. (2008) 
Inmov. 50°C 2h: 60% 8 ciclos: 65% 
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Tabla 1.7 (continuación). Datos de estabilidad térmica y operacional de lacasas inmovilizadas. Se representa en 
% de actividad residual. En algunos casos aparece la energía de activación (Ea) o las veces que es más estable la 
lacasa inmovilizada con respecto a la lacasa libre.  
LACASA  ESTABILIDAD TÉRMICA 
ESTABILIDAD 
OPERACIONAL 
REFERENCIA 
Hongo de podredumbre 
blanca procedente de la 
Chinese Academy of 
Sciences 
Libre 70°C 4h: 0%   
Qiu y Huang 
(2010)  Inmov. 
70°C 4h: 82% 
70°C 24h: 11% 
 
Trametes versicolor 
 
Libre     Rotková et al. 
(2009) Inmov.   7 ciclos: 100% 
Pycnoporus 
cinnabarinus 
 
Libre     
Rotková et al. 
(2009) Inmov.   7 ciclos: 100% 
Pleurotus sajor-caju 
 
Libre Rango: 5-30°C   
Salis et al. (2009) 
Inmov.   
10 ciclos: 84% 
14 ciclos: 60% 
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1.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
1.2.1 LACASAS  
Las lacasas empleadas en todos los métodos de inmovilización son comerciales. Entre 
ellas se incluyen la lacasa proporcionada por Novozymes bajo el nombre de Novozym 51003, 
procedente del hongo ascomycete Myceliophthora thermophila y la lacasa Novozym 51002, 
perteneciente al hongo basidiomycete Trametes villosa. Ambas lacasas se comercializan en 
preparados en estado líquido. En algunos casos también se empleó la lacasa de Fluka, que se 
encuentra en forma de preparado liofilizado.  
1.2.1.1 ALINEAMIENTO Y MODELO ESTRUCTURAL DE LAS LACASAS 
La secuencia de aminoácidos de cada una de las enzimas se obtuvo de la base de datos 
del National Center of Biotechnology Information (NCBI). El alineamiento se realizó con la 
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del NCBI. El modelo se ha realizado 
utilizando el servidor gratuito EXPASY (Swiss Model Workspace) (Arnold et al., 2006). Se 
empleó la herramienta de modelling en aligment mode. Para la determinación de los dominios 
de la lacasa se utilizó la herramienta Sequence Feature Scan (Zdobnov y Apweiler, 2001).  
1.2.1.2 CLARIFICACIÓN DE LAS LACASAS  
Debido al carácter comercial de las lacasas utilizadas, fue necesario su 
acondicionamiento o clarificación con el fin de eliminar cualquier compuesto o sustancia que 
pudiese interferir en el momento de la inmovilización. A lo largo de esta tesis y en función del 
método de inmovilización a seguir, se realizaron dos técnicas de clarificación distintas. Para la 
inmovilización por atrapamiento en alginato e inmovilización covalente en soportes silanizados 
se clarificó la lacasa haciendo pasar la solución comercial por columnas de limpieza PD-10 
rellenas de Sephadex G-25M de la casa comercial GE Healthcare, siguiendo el protocolo del 
fabricante.  
Para la clarificación de la lacasa que fue inmovilizada en soportes de agarosa, la enzima 
fue adsorbida al soporte DEAE Sepharose 6B (GE Healthcare) (Tabla 1.8). Se puso en contacto 
1g de DEAE Sepharose 6B con 50ml de una solución 1:10 de lacasa comercial en tampón 
fosfato pH 7 (5mM) a temperatura ambiente. Tras la adsorción de la enzima, se filtró el 
soporte y se lavó con el mismo tampón. La desorción de la enzima se llevó a cabo con tampón 
fosfato pH 7 (25mM) NaCl (250mM) (Figura 1.13). 
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Tabla 1.8. Características de DEAE Sepharose 6B 
CARACTERÍSTICA DESCRIPCIÓN 
Tipo de intercambio iónico Aniónico 
Grupo iónico Dietilaminoetil     O-CH2CH2-N+(CH2H5)2H 
Capacidad iónica total 0,11 a 0,16 mmol/ml de gel 
Estructura de la matriz 6% cross-linked agarosa 
Tamaño de esferas 45 a 165 µm de diámetro 
 
Figura 1.13. Clarificación de lacasa comercial mediante adsorción en DEAE Sepharose 6B. 
1.2.1.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
La actividad lacasa se determinó mediante el método fotométrico descrito por Niku-
Paavola et al. (1990). Tanto para las medidas de actividad de la enzima libre como inmovilizada 
el sustrato empleado fue el 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico) (ABTS) en 
concentración 1mM, con coeficiente de extinción molar 29.300 (M·cm)-1 y la medida de 
absorbancia se realizó a 436nm. Las medidas de actividad se realizaron en tampón citrato 
sódico pH 4,5 (100mM) y 25°C. Una unidad de actividad representa la cantidad de lacasa que 
es capaz de oxidar 1µmol de ABTS por minuto.  
Actividad =   
  bs         c   10 
29300   1000
   (U/ml) 
Desorción
NaCl 250mM
Adsorción 
Iónica + + + +
- - -
+ + + +
- - -
Lavado con tampón 
fosfato pH 7 5mM
Lacasa purificada
Lacasa comercial
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Para la determinación de la actividad de lacasa libre se sigue la anterior ecuación, 
donde   bs es el incre ento de absorbancia,    es la dilución de la muestra, Dc es la dilución 
realizada en la cubeta, 29.300 (M·cm)-1 es el coeficiente de extinción molar y los demás 
factores son necesarios para conseguir la medida en unidades por mililitro de muestra.  
Para la medida de actividad de lacasa inmovilizada el procedimiento es el mismo que el 
anterior, sólo que en lugar de tomar una muestra líquida se pesó una cantidad de soporte 
definida (Ps) y se puso en contacto con un volumen determinado de solución de tampón con 
ABTS (Vr). Los cálculos se realizaron según la siguiente ecuación, obteniendo las unidades de 
lacasa por gramo de soporte.  
Actividad =   
  bs    c   10 
29300   1000
   
 r
 s
   (U/g) 
1.2.1.4 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA 
La cantidad de proteína se determinó mediante el método descrito por Bradford 
(Bradford, 1976) empleando el reactivo para determinación de proteínas de Bio-Rad (Bio-Rad 
Protein Assay Reagent). Las medidas espectrofotométricas se realizaron a 595nm y utilizando 
albúmina bovina como proteína estándar para elaborar la recta patrón.  
1.2.1.5 CARACTERIZACIÓN DE LAS LACASAS 
La caracterízacion bioquímica de las lacasas se realizó mediante la evaluación de la 
actividad a diferentes pH (Britton-Robinson Buffer) así como a distintas temperaturas con los 
sustratos ABTS (1mM) y 2,6-dimetoxifenol (DMP) (1,2mM). Para la determinación de la 
actividad con ABTS como sustrato se utilizó una longitud de onda  y el coeficiente de extinción 
molar detallado en el apartado 1.2.1.2 y para el DMP 468nm y un coeficiente de 14.800 
(M·cm)-1.  
1.2.1.6 ELECTROFORESIS DE LAS LACASAS EN GELES DE ACRILAMIDA 
Las lacasas comerciales fueron analizadas mediante electroforesis en geles de 
acrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 10% utilizando un equipo formado por la celda de 
electroforesis Mighty Small II para geles de 8x9cm (Amersham Biosciences) y la fuente de 
alimentación Electrophoresis Power Supply EPS 301 (Amersham Biosciences). El protocolo 
seguido está basado en el desarrollado por Laemmli (1970). La tinción de los geles se realizó 
con una solución de azul brillante de Coomassie.  
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1.2.1.7 AMINACIÓN DE LAS LACASAS CLARIFICADAS 
50ml de solución de enzima clarificada se mezclaron con 50ml de una solución de 
etilendiamina (EDA) (1M) a pH 4,75 y hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N’-
etilcarbodiimida (EDC) (50mM). La reacción transcurrió durante 90 minutos tras lo cual fue 
necesario dializar la proteína en agua destilada durante 24 horas (Figura 1.14). Para este 
proceso es adecuado utilizar una solución de enzima de 2mg/ml como máximo. 
 
 
 
 
Figura 1.14. Aminación de la lacasa de M. thermophila. 
1.2.2 INMOVILIZACIÓN POR ATRAPAMIENTO EN ESFERAS DE ALGINATO 
1.2.2.1 PROCEDIMIENTO DE INMOVILIZACIÓN 
Se prepararon 10ml de solución de alginato de sodio con 15U/ml de lacasa de M. 
thermophila (48mg totales). Esta solución de alginato se preparó a dos concentraciones 
diferentes de 4 y 6%. Se prepararon 50ml de las soluciones de las sales CaCl2, ZnSO4 y CuSO4 
(200mM).  Con ayuda de una jeringa, se dejaron caer gota a gota las soluciones de alginato de 
cada concentración sobre las distintas soluciones de sales en agitación, permitiendo que 
ocurra en intercambio iónico durante 2 horas. A continuación las esferas se separaron de las 
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soluciones de sales, se lavaron y se pesaron. Tras el atrapamiento se midió la actividad lacasa 
tanto en el sobrenadante y lavado como de las propias esferas, siguiendo el protocolo 
establecido en el punto 1.2.1.2. 
1.2.2.2 ENSAYOS DE ESTABILIDAD Y DIFUSIÓN  DE PROTEÍNA 
Se pesaron 0,4g de las esferas formadas y se pusieron en contacto con 10ml de 
tampón acetato pH 5 (100mM). Se mantuvieron en un baño a 30°C. A diferentes tiempos, las 
esferas fueron separadas del tampón y se midió actividad de ambas partes, al igual que la 
cantidad de proteína en el tampón. Los tiempos seleccionados fueron 1, 3, 5, 24, 48 y 72 horas.  
1.2.3 INMOVILIZACIÓN COVALENTE EN SOPORTES SILANIZADOS 
1.2.3.1 SOPORTES  
Los soportes utilizados para este tipo de inmovilización son tanto de origen natural 
como comercial, y prácticamente todos son de base sílice. Entre los soportes no silanizados se 
seleccionaron la Celita 535, caolinita, perlita y alúmina (Figura 1.15). La celita y la caolinita 
fueron suministradas por Fluka, la perlita de grado 5 por Sigma-Aldrich  y los polvos de alúmina 
por Agilent Technologies.  
 
Figura 1.15. Soportes comerciales inertes: (a) Celita 535, (b) caolinita, (c) perlita y (d) alúmina. 
En el caso de utilizar un soporte comercial ya silanizado, el soporte seleccionado fue 
una sílica comercial silanizada proporcionada por Sigma-Aldrich, CPC-Silica carrier silane 
(d)(c)
(b)(a)
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coated. Está derivatizada con 3-aminopropiltrietoxisilano y tiene un tamaño de partícula de 
0,354-0,595mm y un tamaño de poro de 375Å. 
1.2.3.2 PRETRATAMIENTO DE SOPORTES NO SILANIZADOS 
3g de cada uno de los soportes fueron sumergidos en 750ml de una solución de ácido 
nítrico (0,5M). Se mantuvieron en agitación durante 2 horas a temperatura ambiente. Se 
filtraron y lavaron con agua destilada hasta alcanzar un pH constante y se dejaron secar 
aproximadamente 12 horas (Dodor et al., 2004; Hu et al., 2007).  
1.2.3.3 SILANIZACIÓN DE LOS SOPORTES 
El silano empleado fue el 3-aminopropiltrimetoxisilano (APTMS) proporcionado por 
Fluka. Se realizó la silanización en tres disolventes diferentes. Se utilizó agua, mezcla 
agua:etanol en igual proporción y acetona. La concentración utilizada de APTMS varía entre 
0,1 y 4% (0,38-15,25 mmol/g). Se pusieron en contacto el soporte con la de solución de APTMS 
(15mg/ml) y la reacción transcurrió en agitación durante 24 horas a 50°C. Tras el tratamiento, 
los soportes fueron lavados repetidamente en agua destilada y a continuación se determinó la 
densidad de aminas en superficie.  
1.2.3.4 TRATAMIENTO PIRAÑA DE LOS SOPORTES 
Es un tratamiento realizado previamente a la silanización. Los soportes fueron 
sumergidos en una solución de ácido sulfúrico al 98% y peróxido de hidrógeno al 30% en 
proporción 2:1 (Wang et al., 2005). El tratamiento se realizó durante 1 hora a 80°C en 
agitación. A continuación los soportes son lavados con agua destilada y con el disolvente a 
utilizar durante la silanización.   
1.2.3.5 CUANTIFICACIÓN DE AMINAS 
La determinación se realizó mediante el protocolo desarrollado por Bruce y Sen (2005). 
Se prepararonn tres soluciones distintas: solución de unión (0,8% de ácido acético glacial en 
metanol), solución de 4-nitrobenzaldehido (4mM) y solución de hidrólisis (75ml de agua, 75ml 
de metanol y 0,2ml de ácido acético glacial). 50mg de soporte fueron lavados 4 veces con 1ml 
de solución de unión y a continuación se añadió 1ml de solución de 4-nitrobenzaldehído 
dejando reaccionar 3 horas en rotación. A continuación se realizaron 4 lavados con 1ml de 
solución de unión y se añadió 1ml de solución de hidrólisis, dejando que la reacción ocurra 
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durante una hora en agitación rápida. La absorbancia del sobrenadante se midió 
espectrofotométricamente a 282nm.  
1.2.3.6 ANÁLISIS DE LOS SOPORTES SILANIZADOS POR ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA (FTIR) 
Las muestras obtenidas de la silanización descrita en el punto 1.2.3.3 se secaron bajo 
lámpara infrarroja 10 minutos antes de realizar las medidas. Las muestras fueron analizadas en 
un espectrómetro de  infrarrojo FT/IR 4100 Fourier Transform Infrared Spectrometer de Jasco, 
equipado con reflectancia total atenuada (ATR), en modo de absorbancia y con un rango de 
lectura entre 500 y 4000cm-1. Cada uno de los espectros realizados acumuló 30 scans con una 
resolución de 4cm-1 y los resultados fueron analizados con el software Spectra Manager 2.0 
(Jasco). 
1.2.3.7 ACTIVACIÓN DE LOS  SOPORTES SILANIZADOS 
En el caso de los soportes silanizados siguiendo el protocolo fijado en el punto 1.2.3.3,  
se realizó una etapa de activación del soporte con glutaraldehído. Para ello, 1g de soporte 
silanizado se puso en contacto con 50ml de una solución de glutaraldehído al 5% en tampón 
fosfato pH 7 (100mM) y la reacción se realizó en agitación durante 2 horas a temperatura 
ambiente. Posteriormente se realizaron varios lavados con tampón fosfato y se secó el 
soporte. Para la activación del soporte comercial ya silanizado CPC-Silica, el proceso fue el 
mismo que el utilizado en los soportes silanizados en el laboratorio, pero en este caso la 
concentración de glutaraldehído varía: 0,5, 1, 5 o 10%.  
1.2.3.8 INMOVILIZACIÓN DE LACASA EN SOPORTES SILANIZADOS 
Para la inmovilización en estos soportes se utilizó la lacasa clarificada de M. 
thermophila. En el caso de la caolinita se realizaron distintos ensayos en los que se modificó 
tanto la concentración de enzima, entre 60U/g y 120U/g como también el pH durante la 
inmovilización, utilizando tampón citrato pH 5 o tampón fosfato pH 7. Para la inmovilización 
sobre CPC-Silica-GLU el proceso se realizó siguiendo los mismo pasos, pero en este caso se 
pusieron en contacto 0,2g de soporte con 2,5ml de solución de lacasa clarificada en tampón 
citrato pH 5 (100mM). La cantidad de proteína varió entre 1,25 y 100mg/g de soporte.  Para 
ambos casos el proceso de inmovilización se realizó durante 24 horas en agitación a 
temperatura ambiente y a continuación se determinó la actividad en sobrenadante y lavados 
así como la cantidad de proteína presente y la actividad inmovilizada en el soporte.  
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1.2.4 INMOVILIZACIÓN DE LAS LACASAS EN SOPORTES DE AGAROSA 
En la Figura 1.16 se representa un esquema de los soportes de base agarosa 
empleados para la inmovilización de lacasas.  
 
Figura 1.16. Diferentes soportes de agarosa con sus correspondientes grupos funcionales. 
En estos soportes se realizaron inmovilizaciones tanto de la lacasa de M. thermophila 
como de la de T. villosa. Para todas las inmovilizaciones el ratio de lacasa/soporte fue 
aproximadamente 10U/g, salvo en algunas excepciones que se detallarán cuando se evalúen 
estos resultados. Durante el proceso de inmovilización se realizó un control de la actividad 
tanto de la suspensión de agarosa como de su sobrenadante, pudiendo realizar una cinética de 
inmovilización (disminución de actividad en sobrenadante) y a la vez controlar que la actividad 
no desciende durante el proceso. Hay que tener en cuenta que tanto los soportes como los 
derivados de lacasa inmovilizada, una vez preparados, fueron conservados, lavados y filtrados 
en nevera a 4°C.  
La inmovilización en soportes de agarosa se realizó en varias etapas, las mismas para 
todos los soportes, donde la enzima fue orientada antes de unirse covalentemente a la 
superficie del soporte de forma multipuntual o unipuntual. Los pasos del proceso están 
representados en la Figura 1.17.  
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Figura 1.17. Etapas del proceso de inmovilización de lacasas en soportes de agarosa. 
1.2.4.1 INMOVILIZACIÓN CONTROL EN SOPORTE  DE CNBr-SEPHAROSE 4BLC 
El CNBr-Sepharose 4BLC (CNBr) es un soporte preactivado para la inmovilización de 
enzimas a través de aminas primarias (GE Healthcare). Se comercializa liofilizado y 
previamente a su uso es necesario rehidratarlo en agua destilada a pH 3, como indica el 
protocolo del comerciante (Tabla 1.9).  
Tabla 1.9. Características de CNBr-Sepharose 4BLC. 
CARACTERÍSTICA DESCRIPCIÓN 
Grupo funcional Bromocianógeno 
Capacidad retención 25-60mg proteína/ml 
Estructura de la matriz 4% cross-linked agarosa 
Tamaño de esferas 45 a 165µm de diámetro 
Para la inmovilización en este soporte es necesario utilizar la enzima clarificada pero 
no aminada. Se pusieron en contacto 2g de CNBr con 10 ml de solución de lacasa (30U/g). Para 
bloquear los grupos reactivos libres se incubó el derivado en una solución de etanolamina 
(MEA) pH 8 (1M) durante 90 minutos. A continuación se filtró y se lavó. Posteriormente se 
aminó la lacasa, para ello 1g del derivado se puso en contacto con 10ml de EDA pH 4,75 (1M) y 
EDC (50mM) durante 90 minutos. Para terminar, el derivado fue filtrado y lavado.  
1.2.4.2 INMOVILIZACIÓN EN AGAROSA GLIOXIL 
La agarosa utilizada fue suministrada por Agarose Beads Technologies, Crosslinked-
agarose-beads Standard de 50 a 150µm 4BLC. 105g de agarosa se mezclaron con 30ml de agua 
destilada y 50ml de una solución con 3,4g de NaOH y 1,425g de NaBH4. Todo el proceso debe 
1
• Activación de la agarosa
2
• Contacto soporte-lacasa
3
• Orientación de la lacasa
4
• Enlace covalente
5
• Reducción de los enlaces
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realizarse en frío, manteniendo el vaso de precipitados dentro de hielo picado. A continuación 
se añadieron gota a gota 36ml de glicidol y la reacción transcurrió durante 15-18 horas con 
agitación suave con un agitador de palas. La agarosa se lavó con agua destilada y se filtró. La 
oxidación de esos 105g de agarosa-gliceril se realizó en 1,5L de agua con NaIO4 (10mM) 
manteniendo la agitación suave durante 2 horas. A continuación se lavó con abundante agua 
destilada y se filtró.  
Para la inmovilización de la lacasa en este soporte a pH 10 la agarosa glioxil se puso en 
contacto con 10ml de solución de lacasa aminada en tampón bicarbonato pH 10 (100mM), en 
proporción 0,2g/ml. La reacción se dejó transcurrir el mayor tiempo posible a 25°C dejando 
que se produzcan todos los enlaces posibles, vigilando que la actividad no caiga. A 
continuación el derivado se redujo mediante la adición de NaBH4 a razón de 1mg/ml, durante 
30 minutos en frío. Para la inmovilización a pH 7 la misma proporción de lacasa aminada  por 
gramo de glioxil agarosa se puso en contacto en tampón fosfato pH 7 (100mM) hasta que se 
alcanzó el máximo de inmovilización. A continuación se filtró el derivado y se resuspendió en 
tampón bicarbonato a pH 10, dejándolo esta vez el mayor tiempo posible y controlando que 
no caiga la actividad tras lo cual se redujo con NaBH4. Para la inmovilización de la lacasa en 
agarosa glioxil a pH 7 en presencia de compuestos reductores, a la solución de enzima de 
60U/g se le añadió acetilcisteína (50mM). La inmovilización en este caso se evalúa mediante la 
medida de proteína presente en el sobrenadante, ya que el agente reductor interfiere en la 
medida de la oxidación de ABTS. Una vez se alcanzó el punto máximo de inmovilización, se 
filtró el derivado y se resuspendió en tampón bicarbonato pH 10 (100mM), tras lo cual se 
redujo con NaBH4.  
1.2.4.3 SOPORTES HETEROFUNCIONALES 
AGAROSA EPÓXIDO 
Se preparó una solución de 440ml de NaOH (1,86M) en frío y a continuación se 
añadieron 160ml de acetona y 2g de NaBH4. 100g de agarosa lavada se pusieron en contacto 
con la solución preparada y a continuación se añadieron gota a gota 110ml de epiclorhidrina 
(EPI) dejando que la reacción transcurriese mediante agitación con palas durante 16 horas. 
Una vez finalizado el proceso se lavó la agarosa con agua destilada y se filtró.  
TRIETANOALAMINA (TEA)-GLIOXIL-AGAROSA 
El soporte de agarosa epóxido se resuspendió en una solución de H2SO4 (100mM) 
entre 4 y 7 horas, a razón de 10ml por gramo de soporte. Se lavó con abundante agua y filtró 
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para posteriormente añadir 10ml de una solución de agua:acetona (1:1) con trietanoalamina 
(1M) por gramo de soporte. Se dejó actuar toda la noche. Tras hacer un lavado, se agregaron 
10ml de una solución de NaIO4 (10mM) por gramo de soporte, manteniendo la agitación suave 
durante 90 minutos. El soporte fue lavado con abundante agua destilada y filtrado. La 
inmovilización en este soporte se llevó a cabo poniendo en contacto 1g de soporte con 10ml 
de una solución de lacasa en tampón fosfato pH 7 (50mM). Una vez inmovilizada la enzima, se 
filtró y resuspendió el derivado en tampón bicarbonato pH 10 dejándolo el mayor tiempo 
posible sin perder actividad y posteriormente se redujo con NaBH4 como se ha explicado en el 
punto 1.2.4.2.  
ÁCIDO IMINODIACÉTICO (IDA)-GLIOXIL-AGAROSA 
El soporte de agarosa epóxido 4BLC se puso en contacto con una solución de ácido 
iminodiacético pH 11 (0,5M) (0,1g/ml) y se agitó suavemente con un agitador de palas durante 
20 horas. El soporte se lavó con abundante agua. A continuación se produjo la oxidación 
añadiendo 10ml por gramo de soporte de una solución de NaIO4 (10mM) permitiendo que la 
reacción ocurra durante 90 minutos, tras la cual el soporte fue lavado y filtrado. La 
inmovilización en este soporte se realizó contactando agarosa IDA-glioxil con la solución de 
lacasa aminada en tampón fosfato pH 7 (5mM), a razón de 0,1g/ml. Tras la adsorción de toda 
la lacasa, se filtró el derivado y se resuspendió en tampón bicarbonato pH 10 (5mM) durante el 
mayor tiempo posible sin que la actividad caiga y después se redujo con NaBH4.  
IDA-N-HIDROXISUCCINIMIDA-GLIOXIL-AGAROSA 
Para esta variante, por cada gramo de IDA-glioxil se añadieron 10ml de una mezcla 
agua:dioxano 1:1 a pH 6 donde se incluye N-hidroxisuccinimida (100mM) y EDC (100mM). Se 
dejó reaccionar el mayor tiempo posible, 4 horas como mínimo. El soporte se lavó y se filtró. 
La inmovilización en este soporte se realizó poniendo en contacto 1g del soporte con 10ml de 
lacasa aminada en tampón fosfato pH 7 (0,5M), tras lo cual una vez adsorbida se filtró y 
resuspendió en tampón bicarbonato pH 10 (100mM) manteniéndolo el mayor tiempo posible 
antes de la reducción con NaBH4.  
1.2.4.4 OTROS SOPORTES DE AGAROSA 
MANAE AGAROSA 
Por cada gramo de agarosa 4BLC se agregaron 10ml de una solución de NaIO4 (10mM) 
y se dejó reaccionar durante 90 minutos con agitación suave con palas. Tras lavar y filtrar, se 
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agregaron 10ml de etilendiamina (2M) pH 10 por gramo de agarosa y se agitaron durante 2 
horas. A continuación se añadieron 10mg de NaBH4 por mililitro de suspensión y se agitó 
durante otras 2 horas. El soporte fue lavado con abundante agua, una solución de NaCl (1M) y 
por último con agua destilada.  
MANAE GLUTARALDEHÍDO 
2g de MANAE agarosa se resuspendieron en 5ml de una solución de glutaraldehído al 
16% en tampón fosfato pH 7 (200mM). Se sometieron a agitación suave con palas durante 12-
14 horas. El soporte fue lavado con abundante agua destilada y filtrado. La inmovilización en 
este soporte se llevó a cabo contactando 1g de agarosa MANAE-glutaraldehído con 10ml de 
una solución de lacasa aminada en tampón fosfato pH 7 (200mM). Tras verificar la 
inmovilización de la enzima se redujo el derivado con NaBH4 en tampón bicarbonato pH 10.  
GLUTARALDEHÍDO NEUTRO 
El soporte de agarosa epóxido se resuspendió en tampón fosfato pH 8,5 con cisteína 
(1M), a razón de 0,1g/ml. La reacción transcurrió durante toda la noche a temperatura 
ambiente y se lavó con abundante agua. Para el contacto con glutaraldehído, 2g de agarosa 
epoxy-cisteína se mezclan con 5ml de una solución al 16% de glutaraldehído en tampón 
fosfato pH 7 (200mM). Se agitó suavemente durante 12-14 horas y se lavó con abundante 
agua. La inmovilización en este soporte se realizó poniendo en contacto 1g de soporte con 
10ml de una solución de lacasa aminada en tampón fosfato pH 7 (50mM). Tras la 
inmovilización, se redujeron los enlaces resuspendiendo el derivado en tampón bicarbonato 
pH 10 (100mM) con NaBH4.  
1.2.5 ENSAYOS DE ESTABILIDAD  
1.2.5.1 ESTABILIDAD DE LA LACASA INMOVILIZADA EN CPC-SILICA 
El derivado utilizado para las pruebas de termoestabilidad y estabilidad frente a pH es 
el resultado de activar el soporte CPC-Silica con una solución de glutaraldehído al 5% a pH 7 y 
la inmovilización de aproximadamente 5mg/g a pH 5 en tampón citrato (100mM). Todas las 
medidas de actividad de los ensayos de estabilidad se realizaron en tampón citrato pH 5 
(100mM) a 40°C. Para las pruebas de termoestabilidad se eligieron temperaturas de 50, 60, 70 
y 80°C. Los derivados se mantuvieron a estas temperaturas en tampón citrato pH 5 (100mM) y 
la toma de muestra para la medida de actividad residual se realizó a distintos tiempos durante 
48 horas. Para la estabilidad frente a pH se eligieron valores entre 3 y 9 empleando tampón 
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Britton-Robinson como medio y los ensayos se realizaron a temperatura ambiente. El control 
de actividad residual se llevó a cabo durante 24 horas. Todos los ensayos se realizaron por 
duplicado tanto para la enzima libre como para la enzima inmovilizada.  
1.2.5.2 ESTABILIDAD DE LACASA INMOVILIZADA EN SOPORTES DE AGAROSA  
Los ensayos de estabilidad realizados para estos derivados se llevaron a cabo a 
distintos pH y elevadas temperaturas. Los valores de pH seleccionados fueron: 5, 7 y 8,5 y la 
temperatura fue de  55 o 60°C dependiendo del pH. Además también se compararon los 
derivados en presencia de dioxano al 50% a temperatura ambiente, valorando la estabilidad de 
éstos en presencia de disolventes orgánicos. Varios aminoácidos, azúcares, polímeros y 
alcoholes fueron empleados con objeto de evaluar la estabilidad del derivado inmovilizado en 
presencia de distintos aditivos. Los aminoácidos elegidos fueron glicina (3M), aspártico y lisina 
(2M). El dextrano y la trehalosa fueron los azúcares utilizados, ambos en concentración 2 o 
20%. Como polímero se evaluó el efecto del polietilenglicol 600g/mol, variando su 
concentración desde el 2 al 50%. La glicerina fue el alcohol seleccionado, en concentración 2 o 
20%. Para la lacasa de M. thermophila estos ensayos se llevaron a cabo a 60°C y pH 7, mientras 
que para la lacasa de T. villosa transcurrieron a 25°C a pH 10. 
1.2.5.3 ESTABILIDAD OPERACIONAL DE LOS DERIVADOS DE AGAROSA 
La estabilidad operacional de los derivados se determinó mediante la realización de 
varios ciclos de oxidación de ABTS tras los cuales se midió la actividad del derivado. Cada uno 
de los ciclos tuvo una duración de 4 minutos en los cuales el derivado estaba en contacto con 
una solución de tampón acetato pH 4,5 (100mM) con ABTS (20mM) (aproximadamente 
0,2mmoles de ABTS/g de soporte). Los ciclos se realizaron a temperatura ambiente (25°C).  
 
A modo de resumen, un esquema de todos los pasos a seguir en cada uno de los 
métodos de inmovilización empleados en esta tesis se puede observar en la Figura 1.18. 
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Figura 1.18. Métodos de inmovilización y pasos a seguir en cada caso.  
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1.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
1.3.1 MODELO ESTRUCTURAL Y CARACTERIZACIÓN DE LAS LACASAS 
1.3.1.1 LACASA COMERCIAL DE MYCELIOPHTHORA THERMOPHILA 
En esta tesis se ha estudiado la lacasa termófila procedente del hongo ascomycete M. 
thermophila. Este hongo tiene un crecimiento óptimo entre los 35 y 48°C, aunque pueden 
realizarse cultivos entre 25 y 55°C, tolerando breves exposiciones a 59°C (Domsch et al., 1980). 
Este hongo se encuentra frecuentemente en suelo y en masas de compostaje vegetal, donde 
contribuye a la degradación del material lignocelulósico (Bhat y Maheshwari, 1987). M. 
thermophila produce una gran cantidad de enzimas termoestables co o endoglucanasas, α-
amilasas o fitasas que se emplean en diversos procesos biotecnológicos (Maheshwari et al., 
2000). La lacasa de M. thermophila ha sido clonada en varios huéspedes, en este caso la lacasa 
funcional empleada ha sido secretada para la industria por Aspergillus oryzae (Berka et al., 
1997). La lacasa recombinante (85kD) presenta diferente peso molecular con respecto a la 
nativa (80kD), principalmente por motivos de glicosilación. El stock proporcionado por 
Novozymes presenta 1000U/g, medida la actividad a pH 7,5 y 30°C con siringaldazina como 
sustrato (JECFA 2004). Su potencial de oxidación es de 0,5V aproximadamente y las 
condiciones óptimas de actividad para esta enzima son a pH 7,5 y 40°C empleando como 
sustrato ABTS (Areskogh et al., 2010; Forde et al., 2010). Esta lacasa no ha sido cristalizada por 
el momento, por lo que no aparece en las bases de datos Protein Data Bank (PDB). Por esta 
razón y teniendo la secuencia de aminoácidos que se muestra en la Figura 1.19 (Svendsen and 
Xu, 2009), se realizó un modelo de la estructura proteica utilizando como guía una lacasa 
homóloga de Melanocarpus albomyces (código PDB: 1-GWO_A) (Hakulinen et al., 2002). La 
identidad resultante del alineamiento entre las dos secuencias es de un 75% y homología de 
un 85%. 
 
Figura 1.19. Secuencia de aminoácidos de la lacasa de M. thermophila. 
QQSCNTPSNRACWTDGYDINTDYEVDSPDTGVVRPYTLTLTEVDNWTGPDGVVKEKVMLVNNSI
IGPTIFADWGDTIQVTVINNLETNGTSIHWHGLHQKGTNLHDGANGITECPIPPKGGRKVYRFK
AQQYGTSWYHSHFSAQYGNGVVGAIQINGPASLPYDTDLGVFPISDYYYSSADELVELTKNSGA
PFSDNVLFNGTAKHPETGEGEYANVTLTPGRRHRLRLINTSVENHFQVSLVNHTMCIIAADMVP
VNAMTVDSLFLGVGQRYDVVIEANRTPGNYWFNVTFGGGLLCGGSRNPYPAAIFHYAGAPGGPP
TDEGKAPVDHNCLDLPNLKPVVARDVPLSGFAKRADNTLDVTLDTTGTPLFVWKVNGSAINIDW
GRAVVDYVLTQNTSFPPGYNIVEVNGADQWSYWLIENDPGAPFTLPHPMHLHGHDFYVLGRSPD
ESPASNERHVFDPARDAGLLSGANPVRRDVSMLPAFGWVVLSFRADNPGAWLFHCHIAWHVSGG
LGVVYLERADDLRGAVSDADADDLDRLCADWRRYWPTNPYPKSDSGLKHRWVEEGEWLVKA 
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El modelo se ha realizado utilizando el servidor gratuito EXPASY (Swiss Model 
Workspace) (Arnold et al., 2006). Se empleó la herramienta de modelling en aligment mode. 
Para la determinación de los dominios de la lacasa se utilizó la herramienta Sequence Feature 
Scan (Zdobnov y Apweiler, 2001), como se detalla en el punto 1.2.1.1. La representación de 
cada una de las estructuras se muestra en la Figura 1.20.  
(a)   (b)
 (c)   (d) 
Figura 1.20. Modelo estructural de la lacasa de M. thermophila: (a) estructura molecular, (b) estructura secundaria, 
(c) superficie y (d) dominios. 
La caracterización bioquímica de esta lacasa mostró que con ABTS el pH óptimo es 3,5 
y la temperatura 65°C, resultados que no coinciden con los reflejados en la bibliografía 
(Areskogh et al., 2010; Forde et al., 2010). Sin embargo con el sustrato DMP existen dos 
máximos de pH, a 3,5 y 6,5, a los cuales la temperatura óptima es 65 y 70°C respectivamente 
(Figuras 1.21 y 1.22).  
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Figura 1.21. Caracterización bioquímica de la lacasa de M. thermophila con ABT: determinación del pH óptimo a 
25°C y temperatura óptima a pH 3,5. 
 
Figura 1.22. Caracterización bioquímica de la lacasa de M. termophila con DMP: determinación del pH óptimo a 
25°C y temperatura óptima determinada a pH 3,5 (a) y 6,5 (b).  
1.3.1.2 LACASA COMERCIAL DE TRAMETES VILLOSA 
Lacasa mesófila procedente del basidiomycete T. villosa, hongo de la podredumbre 
blanca de la madera que posee actividad ligninolítica. Esta especie produce 5 tipos distintos de 
isoenzimas lacasa. Éstas han sido clonadas y estudiadas, pero sólo una ha sido expresada en 
Aspergillus oryzae, por lo que se deduce que la lacasa comercial proporcionada por Novozymes 
se corresponde con la isoenzima del gen lcc1 (Yaver y Golightly, 1996; Yaver et al., 1996). La 
lacasa LCC1 tiene un pI de 3,5 y un peso molecular de aproximadamente 63kD. Tiene un 
potencial de oxidación de 0,7V aproximadamente y el pH y temperatura óptima son 5 y 50°C  
utilizando como sustrato el ABTS (Areskogh et al., 2010). Se desconoce la estructura terciaria 
de esta proteína, no aparece en la base de datos del Protein Data Bank (PDB). Teniendo su 
secuencia de aminoácidos se realizó un modelo de la proteína empleando como patrón la 
estructura cristalizada de la lacasa  homóloga de T. versicolor (código PDB: 1-KYA_A) (Bertrand 
et al., 2002). La identidad resultante del alineamiento entre las dos secuencias es del 99% y 
una homología del 99% (Figura 1.23).  
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Figura 1.23. Secuencia de aminoácidos de la lacasa de T. villosa. 
Se utilizaron las herramientas informáticas detalladas en el punto 1.2.1.1 para realizar 
el modelo estructural y determinar cuáles son los dominios de esta lacasa (Figura 1.24) 
 (a)  (b) 
 (c)  (d) 
Figura 1.24. Modelo estructural de la lacasa de T. villosa: (a) estructura molecular, (b) estructura secundaria,            
(c) superficie y (d) dominios. 
La caracterización bioquímica de esta lacasa presenta como resultados un pH óptimo 
de 3 (diferente al dato publicado por Areskogh et al. (2010)) y una temperatura óptima entre 
50 y 55°C cuando el sustrato es el ABTS (Figura 1.25). Con DMP como sustrato los resultados 
no varían, el pH óptimo se mantiene en un valor de 3 y la temperatura óptima se alcanza a los 
60°C (Figura 1.26).  
QQSCNTPSNRACWTDGYDINTDYEVDSPDTGVVRPYTLTLTEVDNWTGPDGVVKEKVMLVNNSI
IGPTIFADWGDTIQVTVINNLETNGTSIHWHGLHQKGTNLHDGANGITECPIPPKGGRKVYRFK
AQQYGTSWYHSHFSAQYGNGVVGAIQINGPASLPYDTDLGVFPISDYYYSSADELVELTKNSGA
PFSDNVLFNGTAKHPETGEGEYANVTLTPGRRHRLRLINTSVENHFQVSLVNHTMCIIAADMVP
VNAMTVDSLFLGVGQRYDVVIEANRTPGNYWFNVTFGGGLLCGGSRNPYPAAIFHYAGAPGGPP
TDEGKAPVDHNCLDLPNLKPVVARDVPLSGFAKRADNTLDVTLDTTGTPLFVWKVNGSAINIDW
GRAVVDYVLTQNTSFPPGYNIVEVNGADQWSYWLIENDPGAPFTLPHPMHLHGHDFYVLGRSPD
ESPASNERHVFDPARDAGLLSGANPVRRDVSMLPAFGWVVLSFRADNPGAWLFHCHIAWHVSGG
LGVVYLERADDLRGAVSDADADDLDRLCADWRRYWPTNPYPKSDSGLKHRWVEEGEWLVKA 
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Figura 1.25. Caracterización bioquímica de la lacasa de T. villosa con ABTS: el pH óptimo se determinó a 25°C y la 
temperatura óptima fue determinada a pH 3.  
 
Figura 1.26. Caracterización bioquímica de la lacasa de T. villosa con DMP: el pH óptimo fue determinado a 25°C y la 
temperatura óptima a pH 3.  
Los resultados del análisis de electroforesis en gel de acrilamida de la lacasa de T. 
villosa se representan en la Figura 1.27 junto con los resultados de la lacasa de M. thermophila. 
Se puede observar que ambas lacasas comerciales tienen distinto tamaño molecular y que 
además, tras ser desnaturalizadas, ambas presentan dos bandas que migraron a distinta 
velocidad. Esto puede indicar que las muestras comerciales presentan dos isoenzimas 
diferentes o que el proceso de desnaturalización no fue completo y por lo tanto aparecen dos 
especies de proteínas. Podría indicar también que existe distinto grado de glicosilación por 
parte del huésped donde han sido clonadas.  
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Figura 1.27. Electroforesis en gel de acrilamida de las lacasas de 
(A) M. thermophila y (B) T. villosa. 
1.3.2 INMOVILIZACIÓN POR ATRAPAMIENTO EN ALGINATO 
La inmovilización de lacasas por atrapamiento en alginato es un método muy sencillo y 
que sigue un procedimiento muy estandarizado que se ha empleado en muchas ocasiones 
(Palmieri et al., 1994; Niladevi y Prema, 2008; Phetsom et al., 2009). El alginato es un polímero 
natural que puede ser fácilmente transformado en un gel gracias a la interacción con cationes 
divalentes. Un tamaño de poro mayor en las esferas de alginato supone una fácil difusión de 
sustratos y productos con el medio, aunque también conlleva la pérdida de enzima.  
El estudio de las condiciones es esencial para diseñar un sistema apropiado para cada 
enzima (Teerapatsakul et al., 2008). Los principales factores que influyen en el proceso de 
inmovilización son tanto la concentración del alginato de sodio utilizada como la concentración 
y el tipo de cationes que se emplea como agente de entrecruzamiento del alginato. Existen 
varios trabajos en los que estos factores son valorados (Palmieri et al., 1994; Niladevi y Prema, 
2008; Phetsom et al., 2009). Con el fin de comparar resultados, en el presente estudio se han 
utilizado dos concentraciones de alginato diferentes, 4 y 6% , concentraciones superiores a las 
que se presentan como óptimas en la bibliografía, y tres soluciones como agentes de 
entrecruzamiento para la formación de estas esferas: CaCl2, ZnSO4 y CuSO4 (200mM). Estas 
soluciones son las que llevaron a cabo el intercambio de sus cationes divalentes con el sodio 
del alginato, creándose distintas esferas con estructuras diferentes. El alginato de calcio es uno 
de los soportes más utilizados para la inmovilización enzimática, pero se ha demostrado que el 
alginato de cobre es el mejor y más específico para la inmovilización de lacasas (Palmieri et al., 
1994).  La lacasa seleccionada para la valoración de este método de inmovilización fue la 
producida por el hongo M. thermophila. 
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Tras la formación de las esferas, se hicieron medidas de actividad tanto en la solución 
de endurecimiento como en los líquidos de lavados posteriores. Se determinó también la 
cantidad de proteína que se encontró en el sobrenadante y en los liquidos de lavados y que, 
por tanto, no había quedado atrapada en el alginato, lo que indicó el grado de inmovilización 
alcanzado. En cada uno de los procesos de formación de las esferas, la cantidad de proteína 
total que se encontró en cada solución de alginato fue de 48mg y la cantidad posteriormente 
determinada en el sobrenadante y en los líquidos de lavados está representada en la Tabla 
1.10 junto con el porcentaje de inmovilización.  
Tabla 1.10. Proteína determinada en la solución de endurecimiento y lavados posteriores a la formación de las 
esferas de alginato. Se representa el porcentaje de inmovilización. 
AGENTE DE ENTRECRUZAMIENTO PROTEÍNA NO INMOVILIZADA (mg) INMOVILIZACIÓN (%) 
CaCl2 4% 8,37 82,4 
ZnSO4 4% 0,81 98,3 
CuSO4 4% 2,55 94,7 
CaCl2 6% 0,75 98,4 
ZnSO4 6% 0,89 98,1 
CuSO4 6% 0,84 98,2 
Se observó que el porcentaje de inmovilización, calculado en base a la cantidad de 
proteína, es bastante alto en todos los ensayos, prácticamente toda la lacasa fue retenida 
dentro de las esferas. Estos resultados no concuerdan con los presentados por Phetsom et al. 
(2009),  donde las esferas de cobre son las que presentaban un porcentaje de inmovilización 
mayor (80%) en comparación con las esferas de cinc, que únicamente retenían un 40% de 
proteína. A pesar de que se observó que el porcentaje de inmovilización con una 
concentración de alginato del 6% es similar para los diversos agentes de entrecruzamiento 
ensayados, a la hora de la formación de las esferas es preferible trabajar con un porcentaje de 
alginato del 4%. Esta concentración de alginato hace que se reduzca considerablemente la 
viscosidad de la mezcla con la enzima y de esta forma se consigue crear esferas de menor 
tamaño, lo que mejora la eficiencia ya que existe una relación mayor entre superficie y 
volumen y por tanto la enzima tiene mayor acceso al sustrato. Adicionalmente, el grado de 
homogeneidad que se alcanza es mayor cuando se disminuye la concentración del gel. Sin 
embargo, trabajar con concentraciones de alginato inferiores a un 3% supondría la notable 
disminución en el grado de inmovilización, como se ha visto en los resultados presentados por 
Niladevi y Prema (2008). 
Cabe destacar que el agente de entrecruzamiento es la variable que  afecta a la 
difusión del sustrato a través de las esferas de alginato, detectándose una mayor variación de 
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la actividad en función del ión divalente que forma parte del polímero de alginato una vez 
establecidas las esferas (Tabla 1.11). Además en ningún caso se alcanzó la actividad esperada 
en comparación con las U/g que se añadieron en la mezcla inicial de alginato para su 
formación.  
Tabla 1.11. Actividad real y esperada de las bolas de alginato para cada uno de los agentes de entrecruzamiento y 
del porcentaje de alginato utilizado. 
AGENTE  
DE ENTRECRUZAMIENTO 
PESO TOTAL  
g 
ACTIVIDAD REAL 
U/g 
ACTIVIDAD ESPERADA 
U/g 
CaCl2  4% 3,97 0,15 37,74 
ZnSO4  4% 4,11 0,21 36,50 
CuSO4  4% 5,77 0,09 26,00 
CaCl2  6% 5,98 0,05 25,10 
ZnSO4  6% 7,74 0,11 19,38 
CuSO4  6% 6,96 0,03 21,56 
Se determinó que las esferas con mayor concentración de alginato presentaron una 
menor actividad. Esto podría ser consecuencia de la pérdida de flexibilidad por parte de la 
enzima y la limitación de la difusión del sustrato. Se ha demostrado que la estabilidad de las 
lacasas en la presencia de los cationes divalentes calcio, cinc, bario y cadmio disminuye en gran 
medida, debido a la inactivación enzimática, lo que no se detecta en presencia de ión cobre. 
Estos datos, unidos a los que demuestran que el alginato tiene una mayor afinidad por el 
cobre, indican que las esferas de alginato de cobre son las ideales para la inmovilización de 
lacasas por atrapamiento (Palmieri et al., 1994). Sin embargo en los datos presentados, se 
puede observar que las esferas que presentaron una mayor actividad por gramo de alginato 
fueron las que tienen cinc como ión divalente en su estructura, tanto para la concentración de 
4 y de 6% del polímero. Estos resultados concuerdan con los encontrados en la bibliografía, 
donde las esferas formadas con ZnSO4 fueron las que presentaron una mayor inmovilización 
acompañada de una mayor actividad, aun aumentando bastante el porcentaje de alginato 
(Phetsom et al., 2009), lo cual contradice en cierta manera los resultados de estabilidad ante 
cationes divalentes comentados anteriormente. Este comportamiento podría ser debido al  
tamaño de poro que se genera en la polimerización del alginato con los distintos iones 
divalentes, siendo el tamaño de los átomos el factor determinante. Esto provocaría una 
diferente difusión del sustrato al interior de las esferas de alginato, siendo más activas las de 
cinc. Cada uno de los átomos de cinc, calcio o cobre tiene un tamaño diferente, sobre todo 
cuando, actuando como iones, están coordinados de diferente forma. En cualquier caso, el 
átomo de calcio es el que tiene un tamaño mayor (1,80Å) en comparación con el cobre y el 
cinc (1,35Å). Por esta razón se entiende que el tamaño de poro en las esferas de alginato que 
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deja el calcio es menor que el que ofrecen los otros dos átomos. Esta explicación sería válida si 
la actividad para el cobre y el cinc fuese similar, pero no lo es, incluso la actividad para el cobre 
es menor que para el calcio, por ello otro tipo de factores como fuerzas intermoleculares 
podrían influir en el paso o la difusión del sustrato hacia la enzima atrapada en las esferas de 
alginato. Estos datos de pérdida de actividad no se corresponden con  los resultados 
presentados por Teerapatsakul et al. (2008). Sus datos mostraron que en esferas de alginato 
formadas con CaCl2 y CuSO4 no existía tal pérdida de actividad, de hecho sus resultados 
presentaron una retención de actividad de  aproximadamente un 100% en las esferas de cobre 
y un 60% en las esferas de calcio. 
Una vez formadas las esferas de alginato y determinada su actividad, se requiere 
conocer su estabilidad mecánica y frente a diferentes condiciones ambientales, comprobando 
si son suficientemente estables como para ser empleadas en aplicaciones industriales. Se 
hicieron pruebas de estabilidad poniendo en contacto una cantidad determinada de esferas 
(0,4g) con 10ml de tampón acetato sódico pH 5 (100mM) en un baño a 30°C. Se tomaron 
muestras del sobrenadante a distintos tiempos hasta las 72 horas, de las cuales se midió la 
actividad y el contenido de proteína, así como también la actividad residual de las esferas de 
alginato.  
Tabla 1.12. Unidades de actividad totales recogidas en sobrenadante tras varias horas de incubación. 
U TOTALES EN SOBRENADANTES 
Horas de lavado CaCl2 4% ZnSO4 4% CuSO4 4% CaCl2 6% ZnSO4 6% CuSO4 6% 
1 0,18 0,41 0,06 0,11 0,28 0,00 
3 0,23 0,22 0,07 0,18 0,43 0,00 
5 0,08 0,28 0,06 0,14 0,24 0,01 
24 0,08 0,16 0,05 0,04 0,17 0,01 
48 0,02 0,03 0,02 0,02 0,04 0,00 
72 0,01 0,01 0,02 0,02 0,02 0,00 
Tabla 1.13. Cantidad de proteína total presente en los sobrenadantes de incubación de las esferas de alginato. 
mg TOTALES DE PROTEÍNA EN SOBRENADANTE 
Horas de lavado CaCl2 4% ZnSO4 4% CuSO4 4% CaCl2 6% ZnSO4 6% CuSO4 6% 
1 0,06 0,08 0,04 0,04 0,06 0,00 
3 0,06 0,06 0,03 0,06 0,09 0,03 
5 0,06 0,13 0,06 0,10 0,11 0,07 
24 0,10 0,25 0,10 0,07 0,27 0,05 
48 0,21 0,62 0,15 0,07 1,15 0,10 
72 0,09 1,40 0,08 0,15 1,47 0,08 
Los datos extraídos de la medida de actividad y proteína en los sobrenadantes 
mostraron claramente que existe una pérdida de la proteína inicialmente retenida en las 
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esferas y que además en estas condiciones la lacasa no es estable más allá de las 24 horas 
(Tabla 1.12 y Tabla 1.13). Si se presta atención a la cantidad de proteína detectada en el 
sobrenadante tras 72 horas en las que las esferas de alginato estuvieron en contacto con el 
tampón, se puede observar que las esferas formadas con cinc fueron las que presentaron la 
mayor pérdida. Este hecho se corresponde con los datos anteriores en los que las esferas de 
cinc presentaron la mayor actividad lacasa, corroborando que existe una mayor difusión entre 
el interior de las esferas y el medio en el que se mantenían. Palmieri et al. (1994) presentaron 
resultados de difusión de proteína a través de esferas similares. En su caso esta pérdida se 
observó en las esferas de alginato de cobre, las cuales, mantenidas a temperaturas de 37°C 
durante un tiempo prolongado, presentaban una continua pérdida de enzima debido al 
aumento de tamaño y flexibilidad de las esferas.  
A pesar de la pérdida de proteína y la poca estabilidad de la lacasa que se detectó en el 
sobrenadante, es necesario determinar si la lacasa que queda retenida en las esferas sin 
liberarse al tampón es más estable, aun presentando muy poca actividad en comparación con 
la esperada.  
En los datos representados en la Tabla 1.14 se observa que las esferas de alginato 
formadas con cinc son las que presentaron una mayor actividad, aunque debido tanto a la 
pérdida de proteína al medio como a la pérdida propia de actividad por la escasa estabilidad 
de la lacasa en estas condiciones, pasadas las 24 horas ninguna de las esferas de alginato 
servirían como biocatalizadores adecuados. Sin embargo se puede observar que durante las 
primeras horas, las esferas de alginato de cinc aumentan su actividad si se tiene en cuenta la 
actividad inicial a tiempo cero, probablemente debido a su hinchamiento, lo cual podría haber 
permitido una mejor difusión del sustrato y también de la enzima que difunde desde el interior 
de estas esferas.  
Tabla 1.14. Porcentaje de actividad retenida en las esferas de alginato. 
U ACTIVIDAD LACASA / GRAMOS ESFERAS DE ALGINATO 
Horas de lavado CaCl2 4% ZnSO4 4% CuSO4 4% CaCl2 6% ZnSO4 6% CuSO4 6% 
0 100 77 100 100 100 100 
1 57 100 49 92 183 102 
3 34 86 47 100 248 52 
5 23 73 37 43 178 69 
24 10 29 17 17 64 33 
48 3 6 14 7 7 33 
72 6 3 11 3 4 13 
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En numerosos trabajos en los que se utilizan lacasas atrapadas en esferas de alginato 
para la decoloración de tintes no aparecen problemas de pérdida de actividad o proteína por 
difusión, ya que se han podido realizar estudios discontinuos de decoloración durante días 
manteniendo la eficacia del proceso (Teerapatsakul et al., 2008; Phetsom et al., 2009). Si bien 
eran esferas de calcio o cobre las empleadas para la decoloración, los resultados en cuanto a 
porcentaje de actividad retenida indican que no serían adecuadas para su utilización como 
biocatalizador en la decoloración o degradación de tintes. 
1.3.3 INMOVILIZACIÓN COVALENTE EN SOPORTES SILANIZADOS 
1.3.3.1 SILANIZACIÓN DE SOPORTES INERTES E INMOVILIZACIÓN 
El éxito de la inmovilización de proteínas sobre soportes inertes reside en conseguir 
que la funcionalización de estos soportes sea la adecuada. Por ello la química de superficie ha 
evolucionado y actualmente se pueden diseñar soportes que permiten mantener la estructura 
terciaria y la orientación de las enzimas de modo que sean totalmente funcionales. La 
modificación de los soportes mediante organosilanos ha sido muy utilizada principalmente 
porque es compatible con muchas superficies (Bruce y Sen, 2005). Para la inmovilización 
covalente de lacasa en soportes inertes como la caolinita, celita, perlita o alúmina es necesario 
activar previamente los soportes, creando grupos funcionales a los que se pueda unir la 
enzima. En este caso el método seleccionado es la silanización de la superficie de estos 
materiales mediante un organosilano y la posterior activación por glutaraldehído (Figura 1.28). 
En este caso el silano representado contiene un grupo funcional amino, que será el que se una 
al glutaraldehído, mientras que los grupos alcoxi del sílice central, una vez hidrolizados, 
pueden atacar a los grupos Si-OH de la superficie del soporte. Este sistema de inmovilización 
covalente ha sido reflejado en varias ocasiones en la bibliografía (Torabi et al., 2007; Cabana et 
al., 2009; Ehlert et al., 2010).  
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Figura 1.28. Esquema del proceso de silanización de un soporte y la posterior activación por glutaraldehído, 
permitiendo que la enzima se una de forma covalente.  
Inicialmente se evaluó  la capacidad de cada uno de los soportes para unir moléculas 
de silano sobre su superficie. Para ello se seleccionó el aminopropiltrimetoxisilano (APTMS), 
realizándose el proceso de silanización en distintos disolventes, basándose en las opciones 
consultadas en la bibliografía (Bruce y Sen, 2005; Torabi et al., 2007; Cabana et al., 2009). En 
los ensayos la cantidad de APTMS en relación a la cantidad de soporte varió entre 0,38 y 
15,25mmol/g. Tras producirse la silanización durante 24 horas a 50°C, se determinó la cantidad 
de aminas de superficie de  cada uno de los soportes silanizados en los distintos disolventes. 
Para ello se siguió el protocolo establecido por Bruce y Sen (2005). En la Figura 1.29 se 
muestran los resultados para cada uno de los disolventes y los distintos soportes.  
La hidrólisis de los grupos alcoxi del silano a los respectivos grupos silanol, atacan a los 
grupos hidroxilo libres de la superficie de los diversos soportes, creando uniones estables O-Si-
O, pero hay que tener en cuenta que durante este proceso es posible que se formen 
oligómeros de moléculas de silanos, compitiendo por la funcionalización del soporte. Los 
resultados muestran que la caolinita fue el soporte susceptible de ser silanizado en mayor 
medida, alcanzando niveles de densidad de aminas de aproximadamente 25nmol/mg de 
soporte, mientras que el resto de soportes varían entre 0,7 y 2,1nmol/mg de soporte. 
+
+ +
CH3OH
2 H2O
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Figura 1.29. Silanización de (a) celita, (b) caolinita, (c) alúmina y (d) perlita en los distintos disolventes: • agua,           
• acetona y • mezcla etanol:agua. 
Además los resultados indicaron claramente que tanto la acetona como la mezcla de 
agua:etanol son mejores disolventes que el agua en el proceso de silanización, debido entre 
otras cosas a que los silanos son menos solubles y a que la rápida hidrólisis de los mismos 
podría provocar que la polimerización entre ellos con mayor rapidez que la unión a los grupos 
Si-OH de la superficie del soporte. Se ha demostrado que los disolventes próticos e hidrófílicos 
como los alcoholes aceleran el proceso de hidrólisis y la condensación posterior, por lo tanto 
se incrementaría el proceso de funcionalización. Con respecto a la silanización de caolinita, se 
detectaron resultados similares entre la acetona y la mezcla de agua:etanol, alcanzándose 
niveles de densidad de aminas ligeramente superiores en el caso de la acetona. A pesar de 
ello, se ha concluido que por cuestiones de comodidad a la hora de trabajar es preferible 
trabajar con la mezcla agua:etanol, ya que en los ensayos realizados la acetona sufría 
evaporación, y además siempre es preferible que exista cierta cantidad de agua en el medio 
para que la reacción se lleve a cabo (Bruce y Sen, 2005). 
Con objeto de incrementar el grado de silanización, se procedió a tratar los diversos 
soportes con una solución piraña o ácido peroxosulfúrico. El fundamento de este tratamiento 
fue aumentar el número de grupos hidroxilo en superficie. Esta solución se utiliza 
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normalmente para eliminar cualquier tipo de compuesto orgánico presente en sustratos, 
eliminando la mayoría de la materia orgánica, pero también actúa como un agente generador 
de grupos hidroxilo. Al aumentar la cantidad de grupos hidroxilo en la superficie de los 
soportes, es posible que se consiga unir más moléculas de silano y la densidad de aminas sea 
superior en superficie. Tras el tratamiento con la solución piraña durante 1 hora a 80°C, los 
soportes fueron silanizados en mezcla agua:etanol con una cantidad de APTMS de 
3,8mmoles/g de soporte, que resultaron ser las condiciones más adecuadas en función de los 
resultados mostrados anteriormente. Los resultados obtenidos fueron los siguientes (Figura 
1.30).  
 
Figura 1.30. Silanización de los distintos soportes tras ser sometidos a un tratamiento con • solución piraña o • sin 
tratamiento. 
Se observa que solamente en el caso de la perlita se mejoró la silanización y que 
incluso en el resto de los soportes se empeora, por lo tanto este tratamiento previo a la 
silanización parece no ser necesario ni adecuado.  
Con el fin de determinar si realmente el compuesto de silano se encontraba unido 
covalentemente a la caolinita, se hicieron ensayos de espectroscopía de infrarrojo (FTIR). Se 
analizó la caolinita lavada y la caolinita tras la silanización en las condiciones más adecuadas 
para conseguir la mayor densidad de aminas en superficie (Figura 1.31). En los espectros de 
infrarrojo debería observarse el cambio químico de la superficie del soporte con respecto a la 
sílica original. Deberían disminuir la intensidad de las bandas asignadas a grupo silanol (Si-OH, 
a 3430cm-1) y el agua adsorbida a la superficie (1639cm-1), mostrando un aumento de la 
hidrofobicidad del material, además de aparecer a su vez bandas características por la unión 
covalente del aminiopropilmetoxisilano. A 2934cm-1 deberían aparecer la extensión de los C-H 
alifáticos. A 1570cm-1 aparecería la extensión C-N del grupo amino del APTMS y a 1490 y 
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1385cm-1 deberían presentarse las extensiones simétrica y asimétrica de los C-H alifáticos 
(Ozmen et al., 2009).  
 
Figura 1.31. Espectro FTIR de • caolinita pretratada o lavada y • caolinita silanizada.  
Si se observa el espectro obtenido, ninguna de estas bandas aparece. Ésto únicamente 
puede significar que realmente el APTMS no está unido covalentemente a la caolinita, sino 
adsorbido a la superficie, pero de una forma muy estable, ya que a pesar de los numerosos 
lavados que se hicieron tras el tratamiento, incluso en el protocolo de medida de densidad de 
aminas, no se desprende de la superficie del soporte.  
A pesar de que los resultados de la silanización no son definitivos en cuanto a 
conseguir una inmovilización covalente de la lacasa, el soporte de caolinita silanizado se activó 
de igual forma con glutaraldehído a distintas concentraciones de 3 y 5% e incluso además de la 
lacasa de M. thermophila, se hicieron pruebas con otra lacasa comercial de Fluka procedente 
del hongo T. versicolor, realizando la inmovilización a distintos pH. En ninguno de los casos se 
alcanzó la inmovilización esperada, en función de las U/g de actividad obtenidas en los 
resultados. Incluso se realizaron experimentos en los que el glutaraldehído se introdujo como 
último agente, intentando que la lacasa quedara unida covalentemente entre el silano y éste, 
pero los resultados obtenidos fueron similares. De esta forma, en ninguno de los experimentos 
de inmovilización realizados en soporte de caolinita silanizada se obtuvo más de un 1% de 
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actividad recuperada y tan solo se consiguió inmovilizar un 35% de la proteína en el mejor de 
los casos. Varios ejemplos de los ensayos realizados pueden observarse en la Tabla 1.15.  
Tabla 1.15. Diversos ensayos de inmovilización realizados sobre caolinita silanizada y activada con glutaraldehído. 
Distintas lacasas y pH fueron empleados en el proceso de inmovilización.  
LACASA SOPORTE 
pH 
INMOVILIZACIÓN 
ACTIVIDAD 
INICIAL 
INMOVILIZACIÓN 
(%) 
ACTIVIDAD 
RECUPERADA 
Myceliophthora 
thermophila 
Caolinita 
APTMS 
GLU 5% 
7 
5 
7 
60 U/g 
60 U/g 
120 U/g 
35 
30 
35 
1,53 U/g 
0,58 U/g 
0,25 U/g 
Trametes 
versicolor 
Caolinita 
APTMS 
GLU 3% 
5 60 U/g 100 0 U/g 
La utilización de diferentes valores de pHs o distintas concentraciones de 
glutaraldehído en los procesos de inmovilización se debió a que en la bibliografía consultada se 
obtuvieron resultados positivos independientemente de estos factores. Así, la lacasa del hongo 
Coriolopsis polyzona ha sido inmovilizada sobre celita R-633 con éxito, obteniendo una 
actividad de 0,8U/g, lo cual no mejora alguno de los resultados que se obtuvieron en los 
experimentos realizados en esta tesis, pero la actividad recuperada superó el 55%, lo cual no 
se alcanza en este caso (Cabana et al., 2009). La inmovilización de la lacasa de T. villosa fue 
llevada a cabo por Zille et al. (2003). El soporte seleccionado fue la alúmina, la cual fue 
silanizada y activada por glutaraldehído. La inmovilización se realizó a pH 5 y se obtuvo un 
rendimiento de inmovilización del 50%, pero los resultados no fueron los esperados al 
determinar que la lacasa inmovilizada era menos estable que la libre en presencia de efluentes 
que contenían tintes. Resultados más favorecedores fueron obtenidos por Dodor et al. (2004) 
con la inmovilización de la lacasa de T. versicolor sobre caolinita silanizada y activada con 
glutaraldehído. El derivado inmovilizado presentó una actividad de 0,2U/g y según los datos 
cinéticos su afinidad por el sustrato fue mayor, al igual que la velocidad de reacción. Los 
resultados mostraron también una mejora en la estabilidad frente a medios ácidos o alcalinos 
y frente a altas temperaturas.  
Además de las lacasas han sido muchas las enzimas que se han inmovilizado en 
diversos materiales como cristal, caolinita, nanopartículas o perlita utilizando este método de 
activación del soporte. En todos ellos a pesar de que las enzimas pueden perder ligeramente 
su actividad al ser inmovilizadas, los derivados resultantes podrían ser utilizados para diversas 
aplicaciones, ya que los ensayos de estabilidad realizados demostraron que se mejoran las 
características de las enzimas inmovilizadas e incluso se obtiene la posibilidad de reutilizarlas 
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ya que presentan la suficiente estabilidad operacional  (Zille et al., 2003; Dodor et al., 2004; Hu 
et al., 2007; Torabi et al., 2007; Ehlert et al., 2010). 
1.3.3.2 INMOVILIZACIÓN EN SOPORTE COMERCIAL SILANIZADO (CPC-SILICA CARRIER) 
Con objeto de evaluar la influencia del porcentaje de glutaraldehído empleado en la 
activación y la cantidad de proteína utilizada en el proceso de inmovilización, se procedió a 
utilizar para estos ensayos sílica comercial silanizada proporcionada por Fluka, CPC-Silica 
carrier silane coated. De este modo se evita la influencia del nivel de silanización del soporte, 
ya que se encuentra derivatizado con 3-aminopropiltrietoxisilano. 
Inicialmente se determinó el nivel de grupos amino de su superficie siguiendo el 
mismo protocolo que en los soportes silanizados en el laboratorio. Los resultados 
determinaron que aproximadamente contienen entre 4 y 5nmoles por gramo de soporte, casi 
una quinta parte de los valores obtenidos en la silanización de la caolinita. Tras varios intentos 
iniciales de inmovilización en diversas condiciones, se determinó que las variables del proceso 
de mayor influencia eran la concentración de glutaraldehído empleada en el momento de la 
activación y el ratio enzima/soporte durante la inmovilización. En esta ocasión todos los 
ensayos y réplicas se realizaron con la lacasa de M. thermophila. El porcentaje de 
glutaraldehído utilizado en la activación varió entre 0,5% y 10%. La inmovilización se realizó a 
pH 5 y el ratio proteína/soporte varió entre 1,25 y 100mg de proteína por gramo de CPC-Silica. 
Tras la inmovilización se hicieron medidas tanto de actividad lacasa como de proteína en el 
sobrenadante y en los correspondientes líquidos de lavados realizados (aproximadamente 7). 
Con los datos obtenidos se realizaron balances de actividad y cantidad de proteína, con el fin 
de determinar la eficiencia de la inmovilización en cada caso. En la Tabla 1.16 se presentan los 
resultados de porcentaje de inmovilización de actividad real detectada o actividad teórica con 
respecto a la actividad inicial. La actividad teórica se determinó como la diferencia entre la 
actividad inicial en el proceso de inmovilización y la actividad recuperada en el sobrenadante y 
en el líquido de lavado. Se muestra también el rendimiento de la inmovilización representado 
como el porcentaje de proteína inmovilizada. Estos datos se presentan para cada una de las 
proporciones de glutaraldehído empleadas durante la activación del soporte.  
Prestando atención a los datos de la Tabla 1.16 en la que está representada la cantidad 
de proteína inmovilizada, se observa que existe un ligero incremento de la inmovilización con 
el aumento de la concentración de glutaraldehído utilizado en la activación del soporte. El 
porcentaje de inmovilización fue similar para todas las concentraciones de glutaraldehído pero 
se observa una tendencia a inmovilizar más cantidad de proteína conforme aumenta el 
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porcentaje de glutaraldehído utilizado. Además se detecta un límite de inmovilización de 
proteína, alrededor de 20mg por gramo de soporte. Hay que tener en cuenta que el mayor 
porcentaje de inmovilización se obtuvo cuando el ratio proteína inicial/soporte es menor (1,25 
y 2,5mg/g), alcanzando un 78%. 
Tabla 1.16. Rendimiento de inmovilización representado como el porcentaje de actividad recuperada teórica o real y 
el porcentaje de proteína inmovilizada en CPC-Silica. 
INMOVILIZACIÓN (%) 
0,5% GLUTARALDEHÍDO 
mg proteína inicial/g 
soporte 
Actividad recuperada 
real (%) 
Actividad recuperada 
teórica (%) 
Proteína 
inmovilizada (%) 
100 0,45 16,60 14,64 
50 0,61 23,72 34,63 
25 0,51 40,11 43,26 
12,5 1,10 42,85 61,38 
5 1,46 53,32 68,39 
2,5 2,16 57,54 77,64 
1,25 3,37 40,79 54,47 
1% GLUTARALDEHÍDO 
mg proteina inicial/g 
soporte 
Actividad recuperada 
real (%) 
Actividad recuperada 
teórica (%) 
Proteína 
inmovilizada (%) 
100 0,34 22,03 18,23 
50 0,46 34,31 37,88 
25 0,56 44,51 61,13 
12,5 1,43 56,43 73,60 
5 2,03 60,48 80,02 
2,5 2,17 61,59 76,15 
1,25 3,46 44,34 56,95 
5% GLUTARALDEHÍDO 
mg proteina inicial/g 
soporte 
Actividad recuperada 
real (%) 
Actividad recuperada 
teórica (%) 
Proteína 
inmovilizada (%) 
100 0,49 24,25 19,44 
50 0,68 36,97 29,95 
25 1,21 45,78 58,73 
12,5 1,36 54,68 71,04 
1,25 4,24 67,56 53,42 
10% GLUTARALDEHÍDO 
mg proteina inicial/g 
soporte 
Actividad recuperada 
real (%) 
Actividad recuperada 
teórica (%) 
Proteína 
inmovilizada (%) 
100 0,47 14,15 29,92 
50 0,75 33,86 45,19 
25 0,83 54,226 70,74 
12,5 1,09 62,16 78,12 
1,25 3,29 73,76 78,74 
Cabe destacar que aunque el porcentaje de inmovilización aumente ligeramente con la 
concentración de glutaraldehído, los valores de actividad real recuperada no aumentan. La 
actividad más elevada se obtuvo cuando la cantidad de proteína inmovilizada fue menor. Lo 
cual indica que aunque existan casos en los que se alcanza la inmovilización de 20mg de lacasa 
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por gramo de soporte, la actividad real no se corresponde con lo esperado. En el mejor de los 
casos, cuando el ratio proteína/soporte en la inmovilización es de 1,25mg/g, el porcentaje de 
actividad retenida fue entorno a un 3 o 4% de la actividad inicial. Estos resultados están en 
concordancia con los encontrados en la bibliografía. Así, el soporte híbrido formado por un gel 
de polímeros y sílica fue activado con distinta concentración de glutaraldehído, entre 0,5 y 10% 
(Godjevargova et al., 2005). Sus resultados demostraron que aunque la cantidad de glucosa 
oxidasa inmovilizada por gramo de soporte fue mayor en el caso de la activación con 10% de 
glutaraldehído, la actividad relativa recuperada era menor que cuando el porcentaje empleado 
fue 0,5% (37% y 67% respectivamente). Por otra parte, tanto la disminución del porcentaje de 
proteína inmovilizada como la disminución de actividad recuperada real que se observa a 
medida que aumenta la cantidad de proteína inicial del proceso de inmovilización, se 
corresponden con los resultados presentados por Giacomini et al. (1998) donde la tendencia 
fue prácticamente la misma.  
En cualquiera de los casos, atendiendo al porcentaje de actividad teórica inmovilizada, 
se observa que la actividad real se aleja mucho de lo esperado. Para casos en los que la 
actividad recuperada teórica está en torno a un 80%, lo cual coincidiría con el 78% de proteína 
inmovilizada, únicamente fue recuperado un 4% de actividad como ya se comentó 
anteriormente. Se deduce de estos resultados que la inmovilización de la lacasa en este 
soporte no es adecuada. Aún teniendo unos porcentajes de inmovilización elevados en cuanto 
a cantidad de proteína, la actividad real recuperada es muy baja. Deben existir interacciones 
entre la enzima y el soporte que hacen que esta actividad se pierda durante el proceso de 
inmovilización y a la vez cuanta más proteína se encuentra inmovilizada, menor es la actividad 
recuperada con respecto a la esperada, por lo que podría indicar que la propia lacasa ejerce un 
efecto negativo cuando se encuentran varias proteínas cercanas inmovilizadas en este tipo de 
soporte, quizás evitando la correcta interacción entre la enzima y el soporte para que la 
actividad no se vea afectada. Este tipo de interacciones negativas con este soporte en concreto 
ya se había reflejado en la literatura, como por ejemplo el caso de  Champagne (2009), que 
realizó estudios de inmovilización de la lacasa de T. versicolor en este mismo soporte comercial 
para la posterior decoloración del tinte Reactive Blue 19. A pesar de que la actividad esperada 
tras la inmovilización es de alrededor de 31U/g, la actividad real recuperada fue de sólo 
1,1U/g. De los diversos datos de actividad real medida en la sílica en los resultados 
presentados en esta tesis, la mayor actividad detectada fue de 1,89±0,73U/g, y en ningún caso 
se supera a pesar de que la actividad esperada varía aproximadamente en todos los 
experimentos entre 2 y 200U/g. Del conjunto de estos resultados unidos a los obtenidos por 
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Champagne et al. (2009), se podría deducir que este soporte comercial no es el adecuado para 
obtener un derivado de lacasa inmovilizada óptimo. Sin embargo, los resultados presentados 
por Areskogh et al. (2011) parecen demostrar lo contrario, ya que siguiendo el mismo método 
de inmovilización consiguieron porcentajes de retención de actividad del 86% y de proteína del 
88% (inmovilización a pH 5) para la inmovilización de la lacasa de T. villosa (Areskogh y 
Henriksson, 2011).  
Tras el estudio de la influencia de la cantidad de glutaraldehído y de proteína en la 
inmovilización, se procedió a analizar la influencia del pH en el momento de la inmovilización. 
Por ello se seleccionaron los pH de 3,5, 5 y 7,8 tras la activación con glutaraldehído al 1% y el 
ratio proteína/soporte de 1,25 y 0,5mg/g. Los resultados muestran que, aunque en ningún 
caso se alcanza la actividad calculada teórica, los derivados muestran una mayor actividad 
(0,6U/g) cuando la inmovilización se realiza a pH 5, y un porcentaje de inmovilización del 25%. 
A pesar de los resultados negativos en cuanto a inmovilización, se realizaron ensayos 
de estabilidad de los derivados, para comprobar si, a pesar de la poca actividad retenida, la 
lacasa inmovilizada es capaz de mantener la actividad en diversas condiciones. Estos ensayos 
se llevaron a cabo con derivados resultantes de la inmovilización con 5% de glutaraldehído y 
alrededor de 5mg de lacasa por gramo de CPC-Silica. Los ensayos de estabilidad se realizaron 
tanto para la lacasa inmovilizada como para la lacasa libre, con el fin de poder compararlas 
(Figura 1.32).  
 
Figura 1.32. Termoestabilidad de lacasa de (a) M. thermophila libre e (b) inmovilizada en CPC-Silica. 
En la Figura 1.32 se aprecia que la inmovilización de la lacasa no supone una mejora en 
la estabilidad frente a altas temperaturas con respecto a la enzima libre. Se observa incluso 
que en las primeras horas del ensayo, la lacasa libre es más estable que la inmovilizada. Esta 
relación sólo cambia a partir de las 24 horas, donde la lacasa inmovilizada parece ser 
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escasamente más estable que la libre a temperaturas de 50 y 60°C. Estos resultados son más 
favorecedores que los presentados por Giacomini et al. (1998), donde la β-galactosidasa 
inmovilizada en el soporte CPC-Sílica, presentó menor estabilidad térmica para cualquiera de 
las temperaturas ensayadas en comparación con la enzima libre.  
Los porcentajes de actividad residual mostrados en la Tabla 1.17 muestran que la 
lacasa inmovilizada en CPC-Silica únicamente presenta una mejora en la estabilidad cuando el 
pH es ácido, inferior a 5, pero en el resto de los casos la enzima libre resultó mucho más 
estable, llegando a doblar los valores de resistencia a pH entre 7 y 9.  
Tabla 1.17. Actividad residual de la lacasa de M. thermophila libre e inmovilizada en CPC-Silica tras mantenerse 24 
horas a distintos valores de pH a temperatura ambiente.  
 % ACTIVIDAD RESIDUAL 
pH Libre Inmovilizada 
3 6,7  15,4  
4 6,6  20,0  
5 33,5  33,7  
6 77,6  37,5  
7 88,8  58,7  
8 100  56,7  
9 99,4  52,4  
1.3.4 INMOVILIZACIÓN DE LACASA EN SOPORTES DE AGAROSA 
Tras la búsqueda de otro soporte para realizar la inmovilización, se consideró que la 
agarosa podría ser un soporte apropiado para la inmovilización de las lacasas objeto de estudio 
en la presente tesis. Entre sus ventajas cabe destacar su fácil manejo y capacidad de ser 
activada con distintos grupos funcionales. Además, su estudio es posible llevarlo a cabo 
espectrofotométricamente, no interfiere en las medidas y puede ser utilizada en reactores 
discontinuos debido a su resistencia a condiciones suaves de agitación. Los grupos funcionales 
presentes en la superfice de la agarosa son capaces de reaccionar con los grupos nucleófilos de 
las enzimas, creando enlaces estables. De los posibles grupos nucleófilos de las enzimas, es 
preferible trabajar con el grupo amino radical de las lisinas y el grupo amino terminal por 
diferentes razones: la mayoría de las proteínas tienen lisinas que no están situadas en el 
centro catalítico y además los grupos amino son polares, lo que hace que probablemente 
estén expuestos al medio en la superficie de la proteína. Estos grupos amino, cuando están 
desprotonados, son muy reactivos y actúan como grupos nucleófilos sobre grupos con carga 
positiva presentes en la superficie del soporte (Guisán y Blanco, 1987).  
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Es importante que después de la primera unión entre la enzima y el soporte, la enzima 
insoluble sea capaz de formar nuevas uniones. Para ello no puede existir un impedimento 
estérico del grupo amino reactivo siendo recomendable que el soporte esté activado con 
grupos funcionales de moderada longitud, que además harán que la estructura de la proteína 
se mantenga más estable al perder flexibilidad, lo que evita alteraciones en condiciones 
adversas. Además la enzima insoluble debe interaccionar con el soporte durante largos 
períodos de tiempo para asegurar un alto grado de unión multipuntual, que provee a la enzima 
de la rigidificación necesaria para que no se vea afectada por factores externos, pudiendo 
mejorar su estabilidad frente a ellos (Guisán y Blanco, 1987). Únicamente un 20% de la 
superficie de la proteína puede participar en la reacción enzima-soporte, una mejora en la 
estabilidad de la proteína sólo ocurrirá si se dan múltiples uniones entre esta área de la 
proteína y el soporte (Mateo et al., 2006). Además de la rigidificación de la enzima en la 
superficie del soporte ha de tenerse otro factor en cuenta para que la inmovilización sea 
correcta y es la orientación de la proteína. Es importante conocer en que zona se producen 
todas las uniones y saber si es cercana al centro catalítico, lo que determinará la actividad del 
derivado formado. Esta orientación también tendrá influencia en la estabilidad de la enzima, 
pudiendo variar en función de la zona de contacto entre la proteína y el soporte.  
Con el fin de analizar el nivel de inmovilización alcanzado, la actividad de estos 
derivados y la influencia de la orientación de la enzima con respecto al soporte a la hora de 
valorar su estabilidad frente a distintos factores, en los ensayos que se detallan a continuación, 
tanto la lacasa de M. thermophila como la procedente de T. villosa han sido inmovilizadas en 
diferentes soportes de agarosa que presentan distintos grupos funcionales en su superficie.  
1.3.4.1 INMOVILIZACIÓN DE LA LACASA DE MYCELIOPHTHORA THERMOPHILA 
La lacasa comercial de M. thermophila presenta una actividad de 760U/ml y 
aproximadamente 11,91mg/ml de proteína. La actividad y la cantidad de proteína se 
determinaron según los protocolos especificados en el punto 1.2.1.3 y 1.2.1.4. Esta lacasa 
comercial contiene aditivos que no interesa que estén presentes en el momento de la 
inmovilización. Por ello se clarificó la lacasa adsorbiéndola al polímero de DEAE-Sepharosa 
como se ha explicado en el apartado de materiales y métodos. La enzima permaneció 
adsorbida al soporte de intercambio aniónico y de esta forma se pudo lavar y posteriormente 
desorber obteniendo la lacasa purificada. El resultado de esta clarificación fue la obtención de 
una solución de lacasa con 61U/ml y aproximadamente 2,11mg/ml. La razón de tanta pérdida 
de actividad y proteína reside en las diversas diluciones que se realizan en el proceso y en la 
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eliminación de mediadores que aumentan considerablemente la actividad de la lacasa. Esta 
solución clarificada es la que a continuación se aminó para llevar a cabo la inmovilización en 
los distintos soportes de agarosa, lo cual supone una modificación química de la proteína.  
Este tipo de modificaciones se utilizan normalmente para conseguir enzimas más 
estables, pero en este caso, se ha empleado para mejorar el proceso de inmovilización de la 
misma sobre soportes que contienen grupos glioxil en su superficie (Fernández-Lorente et al., 
2008). La cantidad de lisinas presentes en la superficie de las lacasas es importante a la hora de 
la inmovilización sobre agarosa con grupos funcionales glioxil, que están presentes en la 
mayoría de los soportes que se emplearon para la inmovilización de la lacasa de M. 
thermophila. El grupo amino de las lisinas superficiales reacciona con los grupos aldehído 
glioxil. Por lo general, las lacasas fúngicas tienen poca cantidad de este residuo en superficie, 
por lo que es conveniente aminar los grupos carboxilo de residuos como aspártico o glutámico. 
La reacción llevada a cabo permitió crear un enlace amida entre el grupo carboxilo del residuo 
y la etilendiamina, creando grupos amino primarios libres radicales con un pKa similar al del 
grupo radical de las lisinas (Hoare y Koshland Jr., 1967; Fernández-Lafuente et al., 1995; 
Rodrigues et al., 2009). El modelo estructural realizado para la lacasa de M. thermophila sólo 
presenta 8 lisinas de superficie, por lo que la aminación fue conveniente. Durante la aminación 
es necesario hacer un control de la actividad de la enzima, ya que es posible que en las 
condiciones de pH requeridas, la lacasa se vea afectada como se ha podido observar en otros 
casos (Lopez-Gallego, 2006). Los resultados demostraron que esta proteína no se vió afectada 
por el proceso de aminación. En este caso tras la aminación se obtuvo una solución de enzima 
de 24U/ml y 0,2mg/ml que fue la empleada para su inmovilización en los soportes de agarosa.  
Uno de los objetivos principales de la inmovilización de la lacasa es conseguir una 
mejora en su estabilidad. Para poder determinar si la estabilidad aumenta o disminuye se 
necesita hacer una comparación con un derivado en el cual la lacasa se encuentre afectada por 
los mismos factores que en estado libre. Para ello en primer lugar la lacasa de M. thermophila 
fue inmovilizada en un soporte denominado CNBr con grupos funcionales de bromocianógeno. 
Con esta inmovilización lo que se busca es unir la proteína de manera unipuntual al soporte sin 
rigidificar su estructura terciaria. De esta forma se crea un derivado control para la 
comparación de inactivaciones con los posteriores derivados que fueron formados. Al estar la 
enzima unida únicamente por un punto, su exposición a altas temperaturas o condiciones 
desnaturalizantes afectará de igual forma que a la enzima sin inmovilizar, pero se realiza de 
esta forma porque la enzima soluble puede formar agregados dando resultados erróneos a la 
hora de la inactivación frente a distintos factores (Bolívar et al., 2006; Mateo et al., 2007b). En 
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este caso la lacasa se inmovilizó sin aminar y se aminó una vez se encontraba inmovilizada en 
el soporte de CNBr.  
A continuación, se detallará el procedimiento y los resultados obtenidos de la 
inmovilización de la lacasa de M. thermophila en soporte de agarosa glioxil. La agarosa 4BLC 
contiene grupos hidroxilo en superficie, que en un primer paso de activación fueron 
modificados a grupos gliceril mediante una esterificación con glicidol y posteriormente 
oxidados con periodato para dar como resultado glioxil-agarosa (Guisán, 1988; Guisán et al., 
1996). El proceso completo puede observarse en la Figura 1.33. La agarosa activada con grupos 
glioxil ha sido utilizada con éxito en la estabilización de enzimas y proteínas mediante la unión 
multipuntual covalente, sin tener prácticamente ningún impacto en la actividad de la proteína 
inmovilizada (Mateo et al., 2006).  
  
Figura 1.33. Activación de agarosa para la formación de agarosa glioxil. 
En la inmovilización de la lacasa en soportes de agarosa glioxil los grupos amino 
primarios de la enzima son transformados a grupos amino secundarios con características muy 
similares, por lo que la conformación y funcionalidad de la enzima no se ven afectados. Los 
grupos glioxil son grupos aldehídos alifáticos de cadena corta. Son muy estables y al mismo 
tiempo reactivos, permitiendo la inmovilización de una gran cantidad de proteína por unidad 
de volumen de soporte. Es posible inmovilizar alrededor de 30mg de enzima en geles de 
agarosa 4BLC, 40mg en agarosa 6BLC y 100mg en agarosa 10BLC (Guisán et al., 1996). La unión 
entre los grupos amino de los aminoácidos de superficie de la enzima y los grupos aldehído 
glioxil de la agarosa forma una base de Schiff reversible (C=N), que posteriormente deben ser 
reducidas a un enlace amino secundario irreversible. La inmovilización en este soporte puede 
realizarse de diferentes maneras basándose en el pH del medio de reacción y el resultado 
obtenido establecerá tanto el nivel de rigidificación de la enzima como la orientación en la que 
ésta se encuentre con respecto al soporte.  
OHR
O
OH
OHR
OHR
Glicidol
R O OH
Hidroxilo 
primario
Hidroxilo 
secundario
Hidroxilo 
primario
+
Esterificación
+
R O OH
R O OH I
O
O
O
O
-
Na
+
Periodato sódico
R O
CH2
C
O
H
CH
O
H
+
Grupo aldehído glioxil
Oxidación
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-63 
 
El soporte de agarosa glioxil no es muy eficiente inmovilizando proteínas en 
condiciones de pH neutro, ya que cabe esperar que sean pocos los grupos aminos reactivos en 
estas condiciones. El grupo amino más reactivo a pH 7 es el grupo amino terminal, que es 
perfectamente capaz de reaccionar con los grupos glioxil, el problema es que al crearse una 
única unión, la probabilidad de que la enzima permanezca unida es nula. Sin embargo, si las 
enzimas que se emplean están aminadas, es posible que los nuevos grupos aminos 
introducidos (pKa 9) permitan crear más base de Schiff en condiciones de pH 7. Para que la 
formación de las bases sea posible a pH neutro es necesario introducir en la reacción un 
agente reductor de la base de Schiff o un agente estabilizador, obteniendo así una posible 
unión multipuntual covalente estable entre el grupo aldehído glioxil y los grupos amino de la 
proteína. Se debe tener en cuenta que, en este caso, la proteína estará orientada a través del 
grupo amino más reactivo, que es el grupo amino terminal (Guisán et al., 1996). Si no estuviera 
presente un agente reductor, la base de Schiff no sería estable y al existir muy pocos puntos de 
unión, no se conseguiría la inmovilización covalente de la enzima sobre el soporte (Bolívar et 
al., 2009a; Volpato et al., 2010; Bolívar et al., 2012). Para poder rigidificar la estructura de la 
lacasa en este derivado es necesario aumentar el pH para que los grupos amino de las posibles 
lisinas cercanas reaccionen con los grupos aldehído glioxil y se logre una unión multipuntual de 
la enzima al soporte (Mateo et al., 2006). De esta forma el derivado obtenido tendrá la enzima 
orientada de manera que la zona del amino terminal será la más cercana al soporte y donde se 
realice la unión multipuntual.  
Si la inmovilización se realiza a pH alcalino desde un inicio, se promoverá la unión de la 
lacasa al soporte orientada por el área que mayor número de lisinas posea, ya que a pH 10 sólo 
sus grupos amino son reactivos. En el caso de que la enzima a inmovilizar se encuentre 
aminada, se han de tener en cuenta los grupos amino introducidos para determinar la 
orientación. Esta unión reversible únicamente será irreversible cuando se hayan producido al 
menos dos puntos de unión. Es necesario que la reacción ocurra durante un largo período de 
tiempo y a una temperatura suave como la ambiental.  
En cualquiera de los casos la reducción posterior con NaBH4 es necesaria para 
transformar los enlaces en uniones extremadamente estables (grupos amino secundarios) y los 
grupos del soporte libres pasan a ser grupos hidroxilo hidrofílicos totalmente inertes a 
reacciones adversas con la proteína (Blanco y Guisan, 1989).  
En el caso concreto de la inmovilización de la lacasa de M. thermophila en agarosa 
glioxil a pH alcalino, se debe considerar que se realizó con la enzima aminada. Esta lacasa sólo 
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cuenta con 8 lisinas de superficie, muy pocas para establecer una unión multipuntual con el 
soporte que permita mejorar las propiedades de la enzima. Con la aminación lo que se 
consiguió fue obtener grupos aminos unidos a los residuos de ácidos aspárticos y ácidos 
glutámicos de la superficie de la proteína, grupos que tendrán un pKa similar al pKa de las 
lisinas de superficie, convirtiéndose en grupos nucleófilos susceptibles de reaccionar con los 
grupos activos de los soportes de agarosa. La inmovilización de la lacasa de M. thermophila a 
pH 10 hará que se formen uniones covalentes entre las lisinas y los residuos de aspártico y 
glutámico, a los que se les introdujeron grupos amino, con los grupos aldehído glioxil del 
soporte (Figura 1.34). A pH 10 tanto los grupos amino de las lisinas de pKa 10,2 como los de los 
aminos introducidos, de pKa próximo a 9, se encuentran desprotonados y por lo tanto actúan 
como grupos nucleófilos. Existe por tanto un exceso electrónico en los residuos de la enzima 
que ceden al soporte realizando el ataque nucleófilo.  
 
 
Figura 1.34. Inmovilización de la lacasa de M. thermophila en agarosa glioxil a pH 10. 
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Según lo explicado anteriormente, se comprende que la zona de unión o la orientación 
de la enzima con respecto al soporte, es a través de la zona donde mayor número de lisinas y 
grupos amino introducidos (residuos aspárticos y glutámicos) estén presentes. Durante la 
cinética de inmovilización se observó que toda la proteína fue inmovilizada en los primeros 10 
minutos de reacción, pero la incubación se prolongó hasta 23 horas, comprobando que la 
actividad no disminuía. La resistencia de esta lacasa a pH alcalinos resultó una ventaja notable 
para poder realizar las inmovilizaciones sobre soportes de agarosa glioxil, debido a que cuanto 
mayor es el tiempo de reacción, mayor es el número de uniones formadas y por lo tanto la 
rigidificación de la proteína aumenta (Blanco et al., 1989; Pedroche et al., 2007). Una vez 
pasado este tiempo, el derivado fue reducido con NaBH4. El porcentaje de inmovilización fue 
total y la actividad recuperada con respecto a la inicial fue del 100%. Como se ha comentado, 
el estudio estructural de las enzimas que se quieren inmovilizar en soportes de agarosa glioxil 
es imprescindible, ya que ofrece información sobre el número de lisinas que intervienen en la 
inmovilización. En el caso de la lacasa de M. thermophila, una vez aminada, la inmovilización es 
prácticamente inmediata. Las cinéticas de inmovilización varían en función del número de 
grupos amino disponibles para reaccionar con los grupos aldehídos. En un estudio comparativo 
donde la penicilina G acilasa (PGA) de Escherichia coli, la lipasa BTL2 (BTL2) de Bacillus 
thermocatenulatus y la glutaril-7-ácido aminocefalosporánico acilasa (GA) indica que según el 
número de lisinas presentes, el proceso de inmovilización es más o menos rápido. La PGA 
consiguió inmovilizarse en tan solo 30 minutos ya que presenta 30 lisinas externas, mientras 
que la inmovilización de BTL2 requirió 4 horas (12 lisinas) y la GA requirió más de 24 horas para 
inmovilizar cerca de un 90% (Bolívar et al., 2009a). Mateo et al. (2006) recogen una lista de 
distintas enzimas que han sido inmovilizadas en agarosa glioxil desde la década de los 90. 
Desde tripsinas, penicilina G acilasas, lipasas, esterasas, alcalasas, etc., todas ellas con una 
retención de entre 54 y 100% de actividad tras el proceso de inmovilización. Esto demuestra 
que este soporte es considerado adecuado para la inmovilización de enzimas de todo tipo, 
consiguiendo tanto altos niveles de inmovilización como que la enzima no se vea afectada 
durante las múltiples uniones con el soporte y de esta manera la actividad retenida sea muy 
elevada (Bolívar et al., 2006; Ferrarotti et al., 2006; Mateo et al., 2006; Pedroche et al., 2007). 
Para cada una de las enzimas ensayadas las condiciones de inmovilización sobre estos soportes 
pueden variar, debido a la baja estabilidad de la proteína a condiciones de pH alcalino, a que el 
proceso final de reducción afecta a la integridad de la enzima o otros factores implicados 
(Marques et al., 2011; Bernal et al., 2012). 
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A continuación se detallan los resultados de la inmovilización de la lacasa realizada a 
pH neutro. Antes de introducir un agente reductor en el proceso de inmovilización, se quiso 
comprobar que la lacasa aminada tenía la capacidad de unirse al soporte de agarosa glioxil en 
condiciones de pH suave.  
 
 
Figura 1.35. Inmovilización de la lacasa de M. thermophila a pH 7 en soportes de agarosa glioxil. 
La lacasa sin aminar no se une a un soporte glioxil a pH 7, ya que a pH neutro el único 
grupo amino reactivo es el del amino terminal, y si sólo se produce una unión el enlace no es 
irreversible. Esta conclusión fue obtenida por Bolívar et al. (2009) cuando la inmovilización de 
PGA, BTL2 y GA a pH 8 sobre soportes de agarosa glioxil no tuvo éxito. En este caso, con la 
lacasa aminada ocurre que los grupos amino introducidos se encuentran ligeramente 
desprotonados a pH 7, lo que permitió que en una primera fase la enzima fuese orientada por 
la zona del extremo amino terminal y esta orientación se viese reforzada por los aminos 
introducidos, como se puede observar en la Figura 1.35. Una vez la enzima se encontraba 
orientada, tras 4 horas en las que el máximo de inmovilización alcanzado fue un 70%, se realizó 
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una segunda fase en la que el pH se aumentó a 10 para que se produjesen las uniones entre 
los grupos amino introducidos y las lisinas, dando lugar a una inmovilización multipuntual 
irreversible. En este caso se obtuvo un 70% de inmovilización y solamente se recuperó un 47% 
de la actividad inicial, señal de que la zona de contacto entre la enzima y el soporte es menos 
adecuada para retener la máxima actividad, probablemente el centro catalítico se vea 
afectado de alguna forma. 
Como se comentó al principio de esta apartado, para la inmovilización a pH neutro es 
conveniente introducir en la reacción un agente reductor o estabilizador de la base de Schiff. 
Tras haber inmovilizado la lacasa de M. thermophila a pH 7 sin estar presente ningún agente 
estabilizador, es interesante comprobar si la adición de estos compuestos tiene influencia 
tanto en el proceso de inmovilización como en la estabilidad de los derivados resultantes. 
Diferentes compuestos tiolados (Figura 1.36), incluso con bajo potencial reductor, son capaces 
de estabilizar la base de Schiff sin que la reducción de esa sea irreversible (Bolívar et al., 2009a; 
Volpato et al., 2010; Bolívar et al., 2012).  
 
Figura 1.36. Compuestos reductores. 
En este caso se empleó la acetilcisteína, la cual reduce los grupos aldehído del soporte 
creando un intermediario estable que permite que se de la unión con los grupos amino de la 
enzima reactivos a pH neutro como se puede observar en la Figura 1.37.  
El resultado de este método de inmovilización fue un porcentaje de inmovilización del 
76% y un 58% de actividad recuperada con respecto a la inicial. Además de realizar este 
proceso con acetilcisteína como agente reductor, se llevó a cabo también con ditiotreitol. Los 
resultados obtenidos fueron óptimos en cuanto a la inmovilización, ya que toda la proteína fue 
inmovilizada, pero tras el proceso de reducción final, el derivado de lacasa había perdido toda 
la actividad. La pérdida de actividad detectada en comparación con el rendimiento de la 
inmovilización en el caso de que el agente reductor sea la acetilcisteína se debe 
probablemente a la orientación de la enzima, ya que si se compara con los resultados 
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obtenidos en el caso de la inmovilización a pH 7 sin la presencia de una agente estabilizador, 
tanto el porcentaje de inmovilización como la actividad recuperada son muy similares. 
 
 
Figura 1.37. Inmovilización de la lacasa de M. thermophila en presencia de acetilcisteína a  pH 7.  
En el caso de utilizarse el ditiotreitol como agente reductor, probablemente la pérdida 
de actividad es debida a que el agente afecta negativamente a la lacasa, inactivándola. No se 
ha podido determinar la veracidad de esta hipótesis ya que la presencia de estos agentes no 
permite hacer medidas de actividad en reacciones redox por su naturaleza reductora, y por 
ello el seguimiento de la inmovilización en estos casos se llevó a cabo mediante la 
determinación de proteína en el sobrenadante. Si  se compara estos resultados con los 
presentados por Bolívar et al. (2009), se puede observar que para el caso de la PGA, la 
inmovilización a pH suaves puede llevarse a cabo tanto con ditrioteitol, acetilcisteína o 2-
mercaptoetanol. Sin embargo, en este caso los resultados indican que el proceso tiene lugar 
con mayor rapidez si el ditiotreitol es empleado como agente reductor. También se ha 
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demostrado que, dependiendo de la concentración de este compuesto reductor, su presencia 
puede alterar los grupos glioxil del soporte, haciendo que sean menos reactivos con los grupos 
amino nucleófilos de las enzimas, lo cual se traduciría en un menor número de uniones entre la 
enzima y el soporte. Por esta razón es probable que, en las condiciones en las que se realizó el 
ensayo, aunque aparentemente la lacasa fue inmovilizada a pH 7 creando enlaces estables, en 
cuanto se aumentó el pH para que las lisinas y grupos amino introducidos en superficie 
reaccionasen con los grupos aldehído, estos no fuesen reactivos y la unión multipuntual no se 
pudiese lograr.  
A continuación se presentan los resultados obtenidos para la inmovilización de la 
lacasa de M. thermophila sobre soportes heterofuncionales. Para comprender el proceso de 
inmovilización sobre estos soportes es necesario explicar en qué se basan y cual es el 
comportamiento de la proteína durante la inmovilización. La base de estos soportes son 
generalmente los grupos epóxido. Las proteínas solubles son muy poco reactivas con estos 
grupos a pH neutro, por lo que la inmovilización en estos soportes se realiza en dos fases, una 
primera de adsorción física y un segundo paso de inmovilización covalente con los grupos 
epóxido cercanos. Para reducir las limitaciones que presentan los soportes epóxido 
convencionales (sólo se inmovilizan proteínas que resisten altas concentraciones de sales y la 
inmovilización se produce por la zona hidrófoba que contiene muy pocos grupos nucleófilos), 
se diseñaron soportes heterofuncionales. En estos soportes nuevos grupos promueven la 
adsorción física por distintas zonas y los grupos epóxido unen covalentemente la proteína 
(Mateo et al., 2007a; Bolívar et al., 2009b). Además de los soportes basados en grupos 
epóxido, se han diseñado soportes heterofuncionales con grupos glioxil para la unión 
covalente con la enzima. Bolívar et al. (2010) demostraron que un soporte amino-glioxil tiene 
ventajas sobre un soporte amino-epóxido. El soporte amino-glioxil demostró ser más 
susceptible para crear enlaces covalentes intramoleculares, ser más rápido en la adsorción y 
crear derivados más estables. Considerando estos resultados y la necesidad de diseñar nuevos 
protocolos de inmovilización multipuntual covalente a través de regiones de la enzima que son 
más sensibles a agentes desnaturalizantes, se diseñaron nuevos soportes heterofuncionales 
con grupos glioxil para el enlace covalente. Estos soportes contienen alta concentración de 
grupos capaces de adsorber la proteína en condiciones de pH neutro y alta concentración de 
grupos glioxil mucho más reactivos que los grupos epóxido (Mateo et al., 2010). Para la 
preparación de los soportes glioxil heterofuncionales se sigue el esquema representado en la 
Figura 1.38. 
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Figura 1.38. Esquema de formación de soportes heterofuncionales glioxil. 
 Para el diseño de los soportes heterofuncionales han de crearse grupos epóxido en la 
superficie de la agarosa, que posteriormente son modificados con distintos ligandos que 
proporcionan la afinidad requerida por la proteína, y a continuación se realiza una oxidación, 
generando los grupos aldehído glioxil. La finalidad de estos soportes es orientar la proteína por 
diferentes zonas en función de su afinidad por los ligandos introducidos (Figura 1.39)  y 
posteriormente establecer enlaces covalentes con los grupos glioxil.  
 
Figura 1.39. Posibles ligandos a introducir en los soportes heterofuncionales. 
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La enzima a inmovilizar puede tener distintas zonas afines a cada uno de estos grupos 
presentes, por lo que cuando la lacasa está totalmente unida y analizamos su estabilidad, 
realmente se observa un promedio de las distintas estabilidades de las distintas orientaciones 
en las que se inmovilizó la enzima. No existe un control total de la orientación durante la 
adsorción física.  
En el soporte heterofuncional IDA-glioxil hay presentes en la superficie grupos 
carboxilo con carga negativa procedentes del ácido iminoidacético junto con los grupos 
aldehído glioxil. Al presentar la agarosa gran cantidad de grupos con carga negativa, la lacasa 
se adsorberá por la zona de mayor número de residuos básicos, con carga positiva en 
condiciones de pH neutro, como se puede observar en la representación de la Figura 1.40. 
Estos aminoácidos son las histidinas, lisinas, argininas y ahora también los glutámicos y 
aspárticos que fueron aminados. 
 
 
Figura 1.40. Inmovilización de lacasa de M.thermophila en soporte IDA-glioxil.  
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Tras 10 minutos la enzima fue adsorbida en su totalidad y el segundo paso a pH 10 se 
mantuvo durante 72 horas a 4°C antes de reducir los enlaces con NaBH4. El derivado resultante 
presentó un 100% de inmovilización y se recuperó toda la actividad con respecto a la inicial. 
Generalmente, los soportes activados con ácido iminodiacético han sido empleados para la 
unión específica a histidinas de proteínas, con el fin de ser purificadas mediante cromatografía 
de afinidad (Bresolin et al., 2010). Este tipo de ligando también puede ser modificado 
formando complejos metálicos con diferentes iónes como Ni, Co, Cu, o Zn ya que muchas 
enzimas presentan afinidad por estos metales. De esta forma en la bibliografía se encuentran 
casos como el de una endo-1,5-arabinanasa o la lipasa ya mencionada BTL2 que han sido 
inmovilizadas sobre soportes heterofuncionales con grupos IDA-quelante en su superficie, 
causando una primera adsorción de la enzima sobre el soporte tras la cual la unión covalente 
entre las lisinas y los grupos glioxil tiene lugar, obteniendo un rendimiento de inmovilización 
del 43% y 21% respectivamente (Mateo et al., 2010; De Lima Damásio et al., 2012). En el caso 
de la lacasa de M. thermophila, el soporte heterofuncional no fue modificado mediante la 
adición de ningún quelante, por lo que la enzima es orientada a través de la zona que mayor 
número de cargas positivas presente.  
Una variante de este soporte heterofuncional es el IDA-hidroxisuccinimida-glioxil. En 
este soporte, la N-hidroxisuccinimida neutraliza los grupos carboxilo del ácido iminodiacético, 
como se puede observar en la Figura 1.41 y de esta forma es seguro que la enzima se orienta 
por el grupo amino terminal cuando se produce la inmovilización a pH 7.  
 
Figura 1.41. Neutralización de los grupos carboxilo mediante la reacción con N-hidroxisuccinimida.  
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Una vez neutralizados los grupos carboxilo, utilizando un tampón a pH 7 de alta fuerza 
iónica, se promueve la orientación de la enzima por el extremo amino terminal, evitando que 
existan adsorciones a través de otras zonas de la proteína. Una vez adsorbida la lacasa, se llevó 
a cabo un segundo paso a pH 10 para que las uniones con los grupos glioxil se produzcan. 
Todos estos pasos están representados en la Figura 1.42. 
 
 
Figura 1.42. Inmovilización de lacasa de M. thermophila en soporte de IDA-hidroxisuccinimida-glioxil. 
Se consiguió inmovilizar tan solo un 30% de la lacasa y el porcentaje de actividad 
recuperada con respecto a la inicial fue de un 17%. Un método de inmovilización similar a este 
fue realizado por Reyes et al. (1999). En este caso el soporte de gel de agarosa no era 
heterofuncional, simplemente se utilizaba la N-hidroxisuccinimida como elemento de unión 
covalente entre la lacasa procedente del hongo Coriolopsis gallica. El derivado resultante 
presentó una gran estabilidad operacional a la hora de biodegradar tintes (Reyes et al., 1999).  
Dejando atrás los soportes heterofuncionales, a continuación se muestran los 
resultados obtenidos de la inmovilización de la lacasa de M. thermophila en otros soportes que 
no presentan grupos glioxil en su superficie. En este caso, la inmovilización de la lacasa no es 
multipuntual, se realiza a través del grupo amino más reactivo en condiciones de pH 7 y que 
reaccionará con el dímero de glutaraldehído. El enlace formado entre estos dos grupos es 
después reducido con NaBH4 convirtiéndolo en irreversible. Estudios sobre la optimización de 
la inmovilización sobre estos soportes fueron realizados por Betancor et al. (2006). 
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Concentraciones superiores al 15% de glutaraldehído en el proceso de activación del soporte 
hace que se unan dos moléculas de glutaraldehído por amino primario, mientras que 
concentraciones inferiores únicamente crearían la unión con un monómero. En este caso se ha 
elegido trabajar con dímeros de glutaraldehído ya que es el que posee mayor reactividad. Se 
pueden encontrar varios trabajos en los que el glutaraldehído ha sido seleccionado como 
molécula de unión entre la agarosa y las enzimas, pudiendo también ser empleado como 
agente de entrecruzamiento una vez que la enzima ya está unida al soporte, con el fin de 
mejorar su estabilidad o en el caso de varias lipasas, aumentar su actividad (Betancor et al., 
2006; Mateo et al., 2007b; Cunha et al., 2008).  
La inmovilización de la lacasa en soporte de agarosa MANAE-glutaraldehído se realiza a 
través del grupo amino terminal. Para crear este derivado se parte de un soporte de agarosa 
epóxido que se modifica con etilendiamina generando grupos amino que crean una capa de 
fuerzas iónicas positivas en el soporte. A estos grupos amino se une un dímero de 
glutaraldehído, que tendrá un grupo hidroxilo reactivo que reaccionará con el grupo amino 
terminal de la proteína en condiciones de pH neutro, como se puede observar en el esquema 
de la Figura 1.43. Para esta inmovilización la fuerza iónica del tampón ha de ser alta para evitar 
la unión rápida por adsorción de la lacasa al soporte, asegurando que se produce una unión 
lenta y de forma covalente del grupo amino terminal.  
 
Figura 1.43. Inmovilización de lacasa de M. thermophila en soporte de agarosa MANAE-glutaraldehído.  
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carga neta en la superficie. La agarosa con grupos epóxido se trató con cisteína, un aminoácido 
neutro, que es donde se unirá el dímero de glutaraldehído (Figura 1.44). En este caso la 
proteína se inmovilizó al completo pero la actividad recuperada con respecto a la inicial fue tan 
sólo del 41%, resultados muy similares a los obtenidos en el caso anterior, indicando que las 
cargas positivas parecían no interferir en el proceso de inmovilización.  
 
Figura 1.44. Inmovilización de lacasa de M. thermophila en soporte de glutaraldehído neutro.  
Tras la formación de todos estos soportes de agarosa y la inmovilización de la lacasa de 
M. thermophila, un resumen de todos los derivados obtenidos y los porcentajes de 
inmovilización y actividad recuperada están presentados en la  Tabla 1.18. 
Tabla 1.18. Derivados obtenidos de la inmovilización de lacasa de M. thermophila en distintos soportes de agarosa.  
SOPORTE INMOVILIZACIÓN (%) ACTIVIDAD RECUPERADA (%) 
Glioxil agarosa pH 10 100 100 
Glioxil agarosa pH 7 70 47 
Glioxil agarosa-AC pH 7 76 58 
IDA-glioxil agarosa 100 100 
IDA-N-hidroxisuccinimida glioxil agarosa 30 17 
MANAE-glutaraldehído agarosa 100 55 
Glutaraldehído-neutro agarosa 100 41 
En las últimas décadas la inmovilización en soportes de agarosa ha sido una de las 
técnicas más estudiadas y valoradas para infinidad de enzimas. En la bibliografía tan sólo se 
encuentran dos trabajos en los que una lacasa haya sido inmovilizada sobre soportes de 
agarosa, activados  ediante ρ-benzoquinona (Mateescu et al., 1990) o por N-
hidroxisuccinimida, como se ha comentado anteriormente (Reyes et al., 1999). En el presente 
trabajo se han podido formar distintos derivados de la lacasa de M. thermophila. Observando 
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los resultados presentados en la Tabla 1.18, a priori los derivados más interesantes serían el de 
glioxil-agarosa a pH 10 e IDA-glioxil ya que son los únicos en los que se consigue una total 
inmovilización y se recupera totalmente la actividad. Estos resultados podrían indicar que la 
orientación de la enzima con respecto al soporte es bastante similar entre ellos, pero habría 
que verificarlo con estudios posteriores de estabilidad. Los resultados obtenidos para la 
inmovilización en agarosa glioxil a pH neutro tanto en presencia como ausencia de agente 
reductor presentan un porcentaje de inmovilización y un actividad recuperada muy similar, lo 
que indica que ambos derivados son idénticos en cuanto a la orientación de la lacasa sobre la 
agarosa, donde la interacción a través del amino terminal es preferente. Prestando atención a 
los derivados de glutaraldehído, también se detecta mucha similitud entre ellos, por lo que la 
unión entre la lacasa y el soporte parece similar en ambos.  
Para profundizar en este estudio, se evaluó la estabilidad de los distintos derivados 
obtenidos a 60°C y a distintos pH. Para analizar la estabilidad frente a disolventes orgánicos, se 
empleó como disolvente modelo el dioxano al 50%.  
En la Tabla 1.19 se muestran los resultados obtenidos de los ensayos de estabilidad de 
los distintos derivados a 55 y 60°C y diferentes pH (5, 7 y 8,5). Se representa el porcentaje de 
actividad residual que presentaron los derivados tras mantenerse en esas condiciones durante 
diferentes períodos de tiempo.  
Se puede observar en los resultados de la estabilidad a pH 5 que con respecto a la 
referencia de la lacasa inmovilizada en CNBr y aminada e incluso con respecto a la lacasa 
soluble aminada, todos los derivados presentan una mayor estabilidad en estas condiciones. 
Todos los derivados en los que la lacasa se encuentra inmovilizada por la zona donde existe un 
mayor número de residuos glutámicos, aspárticos, arginina, histidina y lisina, es decir los 
derivados de glioxil a pH 10 y el IDA-glioxil tienen una cinética de inactivación similar, lo que 
confirmaría la hipótesis planteada anteriormente en cuanto a que en ambos derivados la 
lacasa se encuentra orientada por la misma zona.  
La cinética de inactivación es similar de igual forma para todos los derivados en los que 
la lacasa se encuentra orientada por la zona amino terminal, como son el glioxil pH 7, glioxil 
AC, MANAE-glu y glutaraldehído neutro. No se logra apreciar cual de los derivados sería mejor 
en este rango de pH, ya que todos pierden más del 70% de actividad en apenas 3 horas. Se 
puede observar que todos los derivados son mucho más estables a pH neutro y que todos 
tienen una mejor estabilidad en comparación con los controles de CNBr, tanto aminado como 
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no. Al igual que a pH 5 se puede observar que los derivados que presentan una mejora 
significante con respecto al CNBr aminado son el MANAE-glu y el glioxil a pH 10. Ambos 
presentaron aproximadamente una vida media de 4 o 5 horas, siendo en este punto 
aproximadamente 5 veces más estable que la referencia de CNBr.  Se observa también que no 
se logra mejorar la estabilidad de la enzima soluble, pero esto es un factor que no se debe 
tener en cuenta a la hora de comparar los derivados ya que en solución es probable que la 
enzima forme agregados dando resultados erróneos de actividad.  
Tabla 1.19. Estabilidad de los distintos derivados de lacasa de M. thermophila a diferentes pH y temperatura 
elevada. Se representa el porcentaje de actividad residual en cada uno de los tiempos transcurridos.  
ACTIVIDAD RESIDUAL A pH 5 Y 55°C (%) 
Tiempo 
(h) 
Soluble 
aminada 
CNBr 
s/a 
CNBr 
amin 
Glioxil 
pH10 
Glioxil 
pH7 
Glioxil-
AC 
Glioxil-
IDA 
MANAE-
glu 
Glu-
neutro 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
0,7 31 61 29 44 50 53 47 56 52 
1,3 13 50 11 29 26 27 28 31 29 
3 2 20 7 8 8 17 11 15 9 
ACTIVIDAD RESIDUAL A pH 7 Y 60°C (%) 
Tiempo 
(h) 
Soluble 
aminada 
CNBr 
s/a 
CNBr 
amin 
Glioxil 
pH10 
Glioxil 
pH7 
Glioxil-
AC 
Glioxil-
IDA 
MANAE-
glu 
Glu-
neutro 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
0,5 78 86 60 80 62 72 74 85 85 
1 61 61 42 65 61 53 44 69 65 
2 54 36 29 55 42 39 54 89 
 
4 43 11 18 48 40 47 41 49 29 
6 30 4 15 35 28 28 33 34 8 
24 5 0 0 6 4 6 8 16 0 
ACTIVIDAD RESIDUAL A pH 8,5 Y 60°C (%) 
Tiempo 
(h) 
Soluble 
aminada 
CNBr 
s/a 
CNBr 
amin 
Glioxil 
pH10 
Glioxil 
pH7 
Glioxil-
AC 
Glioxil-
IDA 
MANAE-
glu 
Glu-
neutro 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
3 76 57 43 83 83 99 81 86 55 
5 64 51 41 73 74 99 68 64 53 
8 60 35 29 69 74 86 76 61 38 
24 24 8 17 41 41 52 41 20 11 
32 17 5 7 21 35 48 37 14 5 
59 7 0 0 18 19 26 22 5 3 
Se puede apreciar claramente que a medida que se aumenta el pH, todos los derivados 
se hacen más estables, indicativo de que esta lacasa es más estable a pH alcalinos. En la Tabla 
1.19 se observa que a pH alcalino los derivados más estables no coinciden con los que 
presentaban esta cualidad a pH más bajos, claramente otra orientación de la lacasa durante la 
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inmovilización es la que presenta mejores propiedades en este rango de pH. El mejor derivado 
en este caso es el glioxil acetilcisteína donde la enzima está inmovilizada por la zona del grupo 
amino terminal. Le siguen los derivados IDA-glioxil, glioxil a pH 7 y glioxil a pH 10. Llama la 
atención que a este pH, uno de los derivados más estables a pH de 5 y 7 está muy por debajo 
de los demás, el MANAE-glutaraldehído.  
Existen trabajos en la bibliografía que comparan diversos soportes para la 
inmovilización de varias enzimas. Recientemente se estudió la inmovilización de una endo-1,5-
arabinasa sobre soportes heterofuncionales amino glioxil e IDA-Ni2+-glioxil y glioxil agarosa. En 
este caso, el mejor resultado en cuanto a inmovilización (96%) y a estabilidad (10 veces) se 
obtuvo con el derivado de glioxil agarosa (De Lima Damásio et al., 2012). Para la lipasa BTL2 se 
evaluaron los mismos soportes que en el ejemplo anterior, siendo el amino glioxil el derivado 
más favorable, presentando un 90% de inmovilización y siendo 2 veces más activa y más 
enantioselectiva que si el soporte fuese glioxil agarosa (Mateo et al., 2010). En un trabajo 
anterior (Fernández-Lorente et al., 2008), esta misma lipasa fue inmovilizada en soportes de 
agarosa glioxil. La lipasa fue aminada y posteriormente inmovilizada, obteniendo un 65% de 
actividad recuperada y una mejora en la estabilidad del orden de 1200 veces en comparación 
con el derivado de CNBr. Por otra parte Tardioli et al. (2003) evaluaron la inmovilización de una 
carboxipeptidasa sobre soportes de glioxil agarosa o agarosa glutaraldehído. Los resultados 
mostraron que la inmovilización multipuntual sobre glioxil agarosa permitió recuperar tan solo 
un 42% de la actividad inicial, sin embargo se logró aumentar la estabilidad del orden de 260 
veces, siendo mucho peores los datos obtenidos de la inmovilización sobre soportes con 
glutaraldehído. Tras el análisis de todos los resultados, queda claro que dependiendo de las 
condiciones de reacción y teniendo en cuenta el rendimiento de la inmovilización y actividad 
recuperada en cada uno de los derivados, es conveniente utilizar derivados distintos para 
poder obtener la mayor estabilidad posible, pero aun así no se consiguen los niveles de 
estabilización que si presentan otras enzimas, que mejoran la estabilidad entre 10 y 10000 
veces (Mateo et al., 2010).  
Los ensayos de estabilidad en presencia de dioxano se llevaron a cabo en un primer 
lugar en presencia de 50% de dioxano a pH 7 a 25°C y se analizaron todos los derivados. Los 
resultados presentados en la Tabla 1.20 mostraron que no existen grandes diferencias en 
cuanto a estabilidad entre los distintos derivados, pero los que resultaron ser más estables 
fueron el glioxil acetilcisteína y glioxil a pH 10, pero sin mucha diferencia entre ellos. Por ello se 
llevaron a cabo ensayos utilizando únicamente estos dos derivados pero esta vez al pH en el 
que presentaban una mayor estabilidad, pH 8,5.  
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Tabla 1.20. Porcentaje de actividad residual de derivados de lacasa de M. thermophila en presencia de dioxano al 
50%, pH 8,5 y 25°C. 
ACTIVIDAD RESIDUAL EN PRESENCIA DE DIOXANO 50% (%) 
Tiempo (horas) CNBr aminada Glioxil pH 10 Glioxil - AC 
0 100 100 100 
0,5 82 93 100 
2 67 63 98 
6 37 42 63 
8,5 23 25 38 
24 0 6 7 
La mejora de la estabilidad con respecto al control de CNBr es prácticamente nula, 
resultado totalmente distinto al que se obtuvo al inmovilizar una L-aminoacilasa termoestable 
sobre soporte de agarosa glioxil, siendo el derivado 106 veces más estable que el control en 
presencia de acetonitrilo (Toogood et al., 2002). Sin embargo, tras la inmovilización de la 
lacasa de Coriolopsis gallica sobre gel de agarosa activado con N-hidroxisuccinimida se 
obtuvieron resultados similares, y aunque la estabilidad operacional fue excelente, la 
inmovilización no mejoró la estabilidad frente a disolventes orgánicos (Reyes et al., 1999).  
Es preciso determinar también si se puede mejorar la estabilidad de estos derivados 
añadiendo algún aditivo que interfiera en la estructura terciaria de la proteína, estabilizando 
enlaces o creando puentes de hidrógeno que permitan incrementar la rigidez de la estructura 
de las lacasas (Ye et al., 1988; Soares et al., 2001; Ganea y Harding, 2005; Altikatoglu y 
Basaran, 2011; Zheng et al., 2011). Por este motivo se realizaron ensayos de estabilidad en 
presencia de aditivos de distinta naturaleza como aminoácidos, azúcares, alcoholes y 
polímeros, para comprobar cuál podría ser el más adecuado para su estabilización. Los aditivos 
utilizados en los ensayos se encuentran en la Figura 1.45.  
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Figura 1.45. Aditivos estabilizantes de proteínas. 
Este estudio se realizó con el derivado de agarosa glioxil a pH 10 y se comparó su 
estabilidad con la lacasa soluble aminada. Se probaron aminoácidos como la glicina, aspártico 
y lisina. Los azúcares utilizados fueron dextrano y trehalosa. Además se analizó el efecto de la 
presencia de polietilenglicol (600g/mol) y glicerina. Las concentraciones fueron de 2 y 20% en 
los azúcares, el polímero y el alcohol. La inactivación de las enzimas se realizó a pH 7 y 60°C.  
Tabla 1.21. Estabilidad de la lacasa libre de M. thermophila e inmovilizada en agarosa glioxil a pH 10, en presencia 
de distintos aditivos. La inactivación se llevó a cabo a pH 7 y 60°C. 
VIDA MEDIA DE LA LACASA DE M. THERMOPHILA EN PRESENCIA DE ADITIVOS  
Aditivos Lacasa libre t50 (h) Aditivos Lacasa glioxil pH 10 t50 (h) 
Control 4,49 Control 3,68 
Glicina 3M 0,17 Glicina 3M 0,42 
Aspártico 2M 2,98 Trehalosa 2% 4,06 
Lisina 2M 2,18 Trehalosa 20% 4,67 
Dextrano 2% 6,56 PEG600 2% 7,33 
Dextrano 20% 9,23 PEG600 10% 4,12 
Trehalosa 2% 5,60 PEG600 20% 4,21 
Trehalosa 20% 3,91 PEG600 30% 4,47 
PEG600 2% 4,60 PEG600 50% 5,06 
PEG600 20% 10,73 PEG35000 10% 4,39 
Glicerina 2% 4,32   
Glicerina 20% 8,10   
Los resultados con respecto a la lacasa soluble aminada mostraron que únicamente el 
polietilenglicol y el dextrano al 20% pueden mejorar la estabilidad de la lacasa en las primeras 
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horas del ensayo.  Por el contrario para la lacasa inmovilizada en agarosa glioxil a pH 10 el 
mayor incremento en la estabilidad se obtuvo con polietilenglicol al 2% sin presentar ninguna 
mejora el resto de los aditivos evaluados (Tabla 1.21).  
Tras todos los ensayos de estabilidad realizados en las diversas condiciones a las que 
se han expuesto los diferentes derivados, se deduce que los mejores derivados de lacasa de M. 
thermophila que podrían tener importancia en posibles aplicaciones serían los derivados de 
agarosa glioxil pH 10 y agarosa glioxil acetilcisteína, debido a que presentan una elevada 
estabilidad así como un nivel de inmovilización bastante alto. Para completar el estudio que 
permita confirmar que estos derivados son los más adecuados para una aplicación industrial o 
ambiental, se llevaron a cabo ensayos de estabilidad operacional mediante la reutilización de 
la enzima inmovilizada en varios ciclos de oxidación de ABTS (Figura 1.46). Se puede observar 
que para cualquiera de los dos derivados, al cabo de 15 ciclos de oxidación de ABTS, se 
mantuvo prácticamente el 100% de actividad, lo cual indica que es posible su reutilización, 
característica deseada en el momento de inmovilizar cualquier enzima. Estos resultados 
mejoran ligeramente los obtenidos tras inmovilizar esta misma lacasa sobre soportes 
Sepabeds EC-EP3 activados con grupos epoxi, donde se mantenía un 84% de actividad residual 
tras 17 ciclos de oxidación de ABTS (Kunamneni et al., 2008). 
 
Figura 1.46. Estabilidad operacional de los derivados (a) glioxil a pH 10 y (b) glioxil acetilcisteína de la lacasa de M. 
thermophila tras varios ciclos de oxidación de ABTS. 
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1.3.4.2 INMOVILIZACIÓN DE LACASA DE TRAMETES VILLOSA 
En este caso los pasos iniciales en la inmovilización de esta lacasa fueron los mismos 
que con la lacasa de M. thermophila. La lacasa comercial presentó una actividad de 840U/ml y 
una concentración de proteína de 10,5mg/ml aproximadamente. En primer lugar la solución 
comercial de lacasa fue clarificada mediante la unión con el soporte DEAE-Sepharose, 
adsorbiéndola en un primer momento y desorbiéndola después totalmente limpia y separada 
de posibles compuestos que interfieran en la inmovilización. Tras la limpieza, la solución con la 
que se trabajó presentó una actividad de 38U/ml y 0,3mg/ml de proteína.  
Como en el caso anterior, según el modelo realizado, la lacasa de T. villosa tiene 
escasas lisinas de superficie, concretamente cinco, por lo que para su correcta inmovilización 
en soportes glioxil y la rigidificación de su estructura una vez inmovilizada, fue conveniente 
aminar la proteína. La solución resultante de la aminación tuvo una actividad de 8U/ml y 
0,3mg/ml.  
Análogamente a la lacasa de M. thermophila, para la lacasa de T. villosa se obtuvo un 
derivado de CNBr que se utilizó como derivado control para todos los ensayos de estabilidad. 
La lacasa fue inmovilizada utilizando la solución de enzima no aminada y a continuación se 
aminó. Con el derivado obtenido sin aminar se alcanzó un 50% de inmovilización con una 
retención de activdad del 45% de la actividad inicial, la cual descendió hasta un 16% en cuanto 
se aminó la lacasa inmovilizada. En este caso se comprobó, tanto para la lacasa libre como 
para la lacasa inmovilizada en CNBr que la aminación afecta negativamente a la lacasa de T. 
villosa, al contrario que la procedente de M. thermophila, originando que la actividad se 
reduzca aproximadamente a la mitad. No se ha determinado si esa pérdida de actividad fue 
causada por las condiciones de aminación o por la modificación química en sí de la superficie 
de la proteína, que puede deberse a un cambio en la cantidad de cargas en su superficie o que 
puentes iónicos de la enzima nativa ahora generen fuerzas de repulsión (Fernández-Lorente et 
al., 2008).  
Al contrario que en el caso de la lacasa de M. thermophila, antes de trabajar con la 
lacasa aminada, se decidió verificar si la lacasa de T. villosa tenía la capacidad de inmovilizarse 
en algunos soportes sin haber sido modificada químicamente. Debido a que en este estado, el 
número de lisinas presentes en superficie es mínimo, cabe esperar que no exista unión a 
soporte de base glioxil, por ello también se probaron soportes heterofuncionales con grupos 
amino como ligando. El primer derivado testado fue el resultante de la inmovilización en 
agarosa glioxil a pH 7. Como ya se comentó, en este caso en el que la enzima no se encuentra 
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aminada, a este pH el único grupo amino desprotonado es el amino terminal. Tras realizar la 
incubación a pH 7 durante varias horas se confirmó la hipótesis de partida y la inmovilización 
no tuvo lugar. El siguiente paso fue probar la inmovilización de la lacasa sin aminar en soporte 
de agarosa glioxil, en este caso a pH 10, lo que permitió saber si con las escasas lisinas de 
superficie que posee esta lacasa es capaz de realizar una unión covalente multipuntual con el 
soporte. Los resultados de la cinética de inmovilización mostraron que en un principio se 
conseguía un 50% de inmovilización, pero en el último paso de filtración y reducción se perdió 
toda la actividad, por lo que la unión de las escasas lisinas no pudo conseguir enlaces 
irreversibles y obtener un derivado adecuado. La representación de ambas inmovilizaciones se 
puede observar en la Figura 1.47, donde se representa que a pH 7 tan sólo el amino terminal 
es el implicado en la inmovilización mientras que a pH 10 únicamente las 3 lisinas de superficie 
podrían establecer la unión con los grupos aldehído de la glioxil agarosa.   
 
Figura 1.47. Inmovilización de lacasa de T. villosa sin aminar en soportes de agarosa glioxil a distintos pH.  
A continuación la lacasa de T. villosa sin aminar se inmovilizó en el soporte 
heterofuncional TEA-glioxil. Este soporte se considera opuesto al IDA-glioxil, ya que se trata de 
un soporte que tiene en superficie grupos amino con cargas positivas, proporcionadas por la 
trietilamina, y grupos aldehído glioxil. En este caso la enzima se adsorbió en una primera etapa 
a pH 7 por la zona que mayores cargas negativas superficiales posee, es decir, donde hay 
mayor número de residuos aspárticos y glutámicos, y posteriormente se aumentó el pH a un 
valor de 10 para que la unión multipuntual a través de las lisinas se llevase a cabo (Mateo et 
al., 2010). En la Figura 1.48 se pueden observar las cargas negativas presentes en la superfice 
de la lacasa, que son atraídas por las cargas positivas de la superficie de la agarosa para que, 
una vez que se aumenta el pH, los grupos amino de las lisinas realicen un ataque nucleofílico a 
los grupos glioxil del soporte heterofuncional, creando uniones estables que tras ser reducidas 
permiten tener la proteína inmovilizada y rigidificada, orientada por la zona de mayor número 
de residuos arpárticos y glutámicos.  
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Figura 1.48. Inmovilización de lacasa de T. villosa sin aminar en soporte TEA-glioxil. 
El resultado de esta inmovilización fue un derivado en el que se inmovilizó el total de la 
lacasa y con un 70% de actividad recuperada con respecto a la inicial. Como ya se comentó 
anteriormente este soporte de inmovilización se ha utilizado en varias ocasiones, resultando 
especialmente adecuado para la obtención de derivados de la tanasa de Lactobacillus  
plantarum y la lipasa BTL2, siendo mucho mejores que los derivados de agarosa glioxil (Mateo 
et al., 2010).  
El siguiente paso fue la formación de derivados utilizando la solución de lacasa 
aminada. Se realizaron los mismos ensayos que con la lacasa sin aminar, la inmovilización en 
soportes de agarosa glioxil a pH 7 y pH 10. El proceso se realizó de la misma forma que para la 
inmovilización de la lacasa de M. thermophila. Durante la inmovilización a pH 7, los aminos 
introducidos en la superficie de la proteína pueden estar parcialmente desprotonados, 
ayudando a establecer varias uniones entre la enzima y el soporte (Figura 1.49). La lacasa por 
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tanto se encuentra orientada por la zona donde se localiza el grupo amino más reactivo a pH 
neutro, el amino terminal.  
 
 
Figura 1.49. Inmovilización de la lacasa de T. villosa aminada en soporte agarosa glioxil a pH 7. 
El derivado resultante de la orientación de la lacasa a pH 7 mostró un 87% de 
inmovilización pero únicamente se recuperó un 30% de la actividad, indicativo de que la 
rigidificación de esta zona no es compatible con el mantenimiento de la estructura más activa 
de la proteína.  
En la inmovilización sobre glioxil agarosa a pH 10, intervinieron las lisinas y grupos 
amino introducidos desde la primera etapa de la inmovilización, generándose bases de Schiff 
que pasaron a ser enlaces amino secundarios tras la etapa de reducción necesaria. La 
orientación de la lacasa y la cantidad de lisinas y residuos de aspárticos y glutámicos que 
intervinieron en la inmovilización se pueden observar en la Figura 1.50. 
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Figura 1.50. Inmovilización de la lacasa de T. villosa  en soporte de agarosa glioxil a pH 10.  
Con este método de inmovilización en el soporte de agarosa glioxil se consiguió un 
100% de inmovilización y se recuperó un 91% de la actividad inicial. Al comparar estos 
resultados con los obtenidos de la inmovilización de la lacasa de M. thermophila, se determina 
que de igual manera, a pH 10 se consiguió la completa inmovilización de la lacasa, 
recuperando casi toda la actividad inicial. Sin embargo a pH 7, la deprotonación parcial de los 
grupos amino introducidos sólo permite la inmovilización de un 87% de la enzima, 
recuperando tan sólo un 30% de actividad, lo que también se detectó en los experimentos 
realizados con la lacasa de M. thermophila.  
Finalmente se procedió a la inmovilización de la lacasa de T. villosa en soporte de IDA-
glioxil. Como se explicó anteriormente, el soporte IDA-glioxil presenta gran cantidad de cargas 
negativas en superficie, por lo que la enzima está orientada por la zona de mayor número de 
lisinas, histidinas, argininas y glutámicos y aspárticos aminados. Tras una primera etapa a pH 7 
de adsorción iónica, se aumentó el pH a 10 para que la reacción entre los grupos amino de 
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lisinas, aspárticos y glutámicos y los grupos aldehído del soporte se llevara a cabo, creando 
multiples uniones entre la enzima y el soporte, como se puede observar en el esquema 
representado en la Figura 1.51. 
 
  
Figura 1.51. Inmovilización de lacasa de T. villosa aminada en soporte IDA-glioxil. 
A pesar de conseguir un 100% de inmovilización, la actividad recuperada es escasa, 
únicamente  el 26% de la actividad inicial. Por tanto, este derivado resultó poco adecuado para 
que la enzima mantenga su actividad, lo cual puede ser debido a que el centro catalítico se 
encuentre afectado de alguna forma al rigidificarse la zona de mayor número de cargas 
positivas de la lacasa. Estos datos son contrarios a los obtenidos con la lacasa de M. 
thermophila, ya que el derivado de IDA-glioxil presentaba una recuperación total de la 
actividad y una estabilidad muy similar a los mejores derivados.  
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Los derivados obtenidos de la inmovilización de la lacasa de T. villosa en los distintos 
soportes de agarosa están representados en la Tabla 1.22, con el porcentaje de inmovilización 
y la actividad recuperada para cada uno de ellos.  
Tabla 1.22. Derivados resultantes de la inmovilización de la lacasa de T. villosa en soportes de agarosa.  
SOPORTE INMOVILIZACIÓN (%) ACTIVIDAD RECUPERADA (%) 
TEA glioxil sin aminar 100 70 
Glioxil agarosa pH 7 87 30 
Glioxil agarosa pH 10 100 91 
IDA-glioxil agarosa 100 26 
Los derivados más adecuados, en función del rendimiento de inmovilización y de la 
actividad recuperada, fueron el TEA-glioxil y la agarosa glioxil a pH 10. Ambos se diferencian 
tanto en la orientación de la lacasa con respecto al soporte, como en que en uno de ellos la 
lacasa no se encuentra aminada y en el otro sí, un factor que puede tener gran importancia a 
la hora de valorar la estabilidad de los derivados. Ha de tenerse en cuenta también que para 
todos los derivados de la lacasa de T. villosa la orientación de la enzima sobre el soporte es 
siempre distinta, como se ha podido apreciar en las figuras anteriores, y por tanto también el 
grado de rigidificación ya que dependerá del número de uniones que se creen con el soporte 
en esa zona. Estos resultados son distintos a los mostrados por la lacasa de M. thermophila, 
donde se obtuvieron derivados en los que la enzima se encontraba orientada de igual manera. 
Para determinar cual de todos los derivados de esta lacasa resulta ser el mejor para 
incrementar su estabilidad y mejorar  sus propiedades, se realizaron, como en el caso anterior, 
ensayos de estabilidad frente a distintos pH y en presencia de dioxano. Los resultados de 
estabilidad frente a diferentes pH se muestran a continuación en la Tabla 1.23.  
Observando los resultados obtenidos a pH ácido, se dedujo que la aminación de la 
lacasa tiene un efecto negativo sobre ella, ya sea soluble o inmovilizada sobre CNBr, lo cual 
provocó que todos los derivados formados a partir de la enzima aminada sean menos estables 
que la propia lacasa soluble sin aminar. Como dato positivo, sí se observó una mejora de la 
estabilidad cuando estos derivados de agarosa glioxil a pH 7, 10 y IDA-glioxil se comparan con 
el control de CNBr de lacasa aminada y la enzima soluble. Es lógico que si la enzima sin aminar 
es más estable, el derivado que presenta una mayor estabilidad a pH 5 sea el TEA-glioxil, 
aunque no presentó mejora alguna en comparación con el control de CNBr de la lacasa sin 
aminar. A pH 7 se observó que todos los derivados que se obtuvieron utilizando la lacasa 
aminada aumentan su estabilidad, no así el derivado TEA-glioxil, que se hace menos estable.  
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Tabla 1.23. Estabilidad de los distintos derivados de lacasa de T. villosa a distintos pH y temperatura de 55°C.  
ACTIVIDAD RESIDUAL A PH 5 Y 55°C (%) 
Tiempo 
(horas) 
Soluble 
s/a 
Soluble 
aminada 
CNBr sin 
aminar 
CNBr tras 
aminar 
Glioxil 
pH 10 
Glioxil 
pH 7 
TEA 
glioxil 
IDA 
glioxil 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 
0,5 100 42 51 37 64 72 74 77 
1,5 100 25 63 17 55 54 82 62 
3 83 15 38 0 46 45 79 41 
6 69 12 32 0 38 32 69 29 
24 30 2 16 0 20 15 37 13 
30 13 0 0 0 42 26 10 19 
48 3 0 0 0 21 18 5 11 
ACTIVIDAD RESIDUAL A PH 7 Y 55°C (%) 
Tiempo 
(horas) 
Soluble 
s/a 
Soluble 
aminada 
CNBr sin 
aminar 
CNBr tras 
aminar 
Glioxil 
pH 10 
Glioxil 
pH 7 
TEA 
glioxil 
IDA 
glioxil 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 
0,5 100 33 76 5 100 80 64 85 
1,5 93 22 56 29 73 63 58 73 
3,5 70 11 52 16 67 53 39 55 
6 28 6 39 9 64 54 33 46 
24 16 0 11 4 47 33 12 23 
30 13 0 0 0 42 26 10 19 
48 3 0 0 0 21 18 5 11 
ACTIVIDAD RESIDUAL A PH 8,5 Y 55°C (%) 
Tiempo 
(horas) 
Soluble 
s/a 
Soluble 
aminada 
CNBr sin 
aminar 
CNBr tras 
aminar 
Glioxil 
pH 10 
Glioxil 
pH 7 
TEA 
glioxil 
IDA 
glioxil 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 
0,5 5 8 7 18 69 55 6 37 
1,5 4 1 6 5 43 36 6 17 
3 3 0 4 4 28 23 4 10 
6 2 0 1 0 20 15 2 6 
24 0 0 0 0 8 5 0 0 
30 13 0 0 0 42 26 10 19 
48 3 0 0 0 21 18 5 11 
Con respecto a los derivados realizados con lacasa aminada, el que presentó una mejor 
estabilidad fue el de agarosa glioxil a pH 10, levemente superior al derivado a pH 7 y el 
derivado de IDA-glioxil. La pérdida de estabilidad del derivado de TEA-glioxil en este caso no 
está relacionada con que la lacasa no se encuentre aminada, ya que la estabilidad de la enzima 
soluble y el control de CNBr sin aminar no varían a pH 7. Por lo tanto a pH neutro el derivado 
que presentó una mejor estabilidad fue el de agarosa glioxil a pH 10. Esta relación entre 
derivados se mantuvo cuando el pH fue de 8,5, aunque todos los derivados, controles y lacasa 
libre perdieron casi por completo su actividad a las 3 horas. Sin embargo, el derivado de 
agarosa glioxil a pH 10 mantuvo un 21% de actividad residual tras 48 horas de ensayo. Si se 
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compara estos resultados de estabilidad a distintos pH con los obtenidos con la lacasa de M. 
thermophila, queda claro que los rangos de mayor estabilidad para ambas son totalmente 
contrarios, siendo la lacasa de T. villosa más estable a pH ácidos. Al igual que se comentó en 
los resultados obtenidos de la inmovilización de la lacasa de M. thermophila, cada enzima 
presenta condiciones y soportes adecuados para obtener una inmovilización óptima. Y 
dependiendo de las condiciones en las que posteriormente vaya a ser utilizado el 
biocatalizador, será seleccionado uno u otro derivado según los resultados que aquí se 
presentan. 
Para comprobar la estabilidad de los derivados en presencia de disolventes orgánicos 
se eligió el dioxano como en el caso anterior. El ensayo se llevó a cabo en presencia de 50% de 
este disolvente a pH 7 y temperatura ambiente (25°C). 
En la Tabla 1.24 se puede observar que en esta ocasión, con esta lacasa, tanto el 
derivado TEA-glioxil como el glioxil a pH 10 fueron los derivados más estables, manteniendo 
una actividad residual de entorno al 35% tras 24 horas en contacto con la solución de dioxano. 
A pH 7 y temperatura elevada resultó más estable el derivado de agarosa glioxil a pH 10 (Tabla 
1.24), sin embargo con la presencia de dioxano se logra equiparar su estabilidad a la del TEA-
glioxil, que resultó ser el mejor derivado a pH ácido. Estos resultados permiten concluir que los 
distintos derivados obtenidos pueden variar su estabilidad en función de las condiciones en las 
que se encuentren.  
Tabla 1.24. Estabilidad de los distintos derivados de lacasa de T. villosa en presencia de dioxano al 50%. 
ACTIVIDAD RESIDUAL EN PRESENCIA DE DIOXANO AL 50% (%) 
Tiempo 
(horas) 
Soluble 
s/a 
Soluble 
aminada 
CNBr sin 
aminar 
CNBr tras 
aminar 
Glioxil 
pH 7 
Glioxil 
pH 10 
TEA 
glioxil 
IDA 
glioxil 
0 100 100 100 100 100 100 100 100 
0,5 87 67 88 47 88 88 100 82 
2 78 40 69 31 84 84 92 74 
6 59 24 64 18 75 73 
 
60 
8,5 34 11 58 17 60 70 70 43 
24 14 2 38 0 38 35 42 25 
El estudio del efecto de la adición de aditivos en la estabilidad de la lacasa de T. villosa 
se realizó únicamente con la enzima soluble, tanto aminada como no aminada. Ello se debe a 
que, al contrario que con la lacasa de M. thermophila, esta enzima resultó bastante menos 
estable pH alcalinos, por lo que las etapas de inmovilización en las que se tienen que producir 
enlaces con los grupos glioxil de los soportes, provocaron que la actividad disminuyese 
considerablemente y por ello los tiempos de reacción se hicieron más cortos. Añadiendo 
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aditivos en esta etapa que mejoren la estabilidad de la lacasa, se podrá conseguir períodos de 
reacción más largos permitiendo que se produzcan el mayor número de enlaces múltiples 
entre la enzima y el soporte. La finalidad, en este caso, no fue la mejora de la estabilidad de los 
derivados una vez formados, si no la mejora de la estabilidad de la lacasa durante el proceso 
de inmovilización. Se evaluaron aditivos como la glicerina, trehalosa, polietilenglicol y glicina. 
Los resultados más favorables correspondieron a la adición de polietilenglicol 600g/mol en 
concentraciones de 20% para la lacasa aminada y 50% para la lacasa sin aminar, como se 
puede observar en la Tabla 1.25. Operando de este modo se logró mantener la lacasa estable a 
pH 10 durante 24 horas. Estos resultados demuestran que para los métodos de inmovilización 
utilizados, durante la etapa de inmovilización a pH 10, donde los grupos amino establecen 
uniones covalentes con los grupos glioxil, se puede añadir polietilenglicol y de esta forma 
alargar el tiempo de incubación a ese pH, permitiendo que se produzcan un mayor número de 
enlaces y que la lacasa permanezca estable sin inactivación.  
Tabla 1.25. Estabilidad de la lacasa libre de T. villosa , en presencia de distintos aditivos. La inactivación se llevó a 
cabo a pH 10 y 25°C durante 24 horas. El dato de % entre paréntesis se corresponde con la actividad residual 
detectada.  
VIDA MEDIA DE LA LACASA DE T. VILLOSA EN PRESENCIA DE ADITIVOS 
Aditivos Lacasa sin aminar t50 (h) Aditivos Lacasa aminada t50 (h) 
Control 30,33 Control >24 (52%) 
Glicerina 20% 4,10 Glicerina 20% 0,46 
Trehalosa 20% 1,44 Trehalosa 20% 0,15 
PEG600 10% >24 (100%) PEG600 10% >24 (52%) 
PEG600 20% >24 (68%) PEG600 20% >24 (66%) 
PEG600 50% >24 (100%) PEG600 50% 23 
PEG35000 10% 1,65 PEG35000 10% 4,40 
Glicina 3M <0,5 Glicina 3M <0,5 
Para la determinación de la estabilidad operacional de esta lacasa, se eligieron los 
derivados más favorables, el TEA-glioxil y el glioxil a pH 10. Ambos fueron sometidos a varios 
ciclos de oxidación de ABTS tras los cuales se midió la actividad para comprobar si su capacidad 
oxidativa resultó afectada (Figura 1.53).  
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Figura 1.52. Estabilidad operacional de los derivados de la lacasa de T. villosa (a) glioxil pH 10 y (b) TEA-glioxil. 
Ambos derivados mantuvieron prácticamente toda la actividad tras 15 ciclos de 
oxidación de ABTS, indicando que son perfectamente válidos para su uso en continuo o para la 
reutilización de los mismos. Estos resultados son prácticamente iguales que los obtenidos para 
la lacasa de M. thermophila, indicando que ambas enzimas inmovilizadas en los 
correspondientes derivados son adecuadas como biocatalizadores para el desarrollo de 
procesos que operen en continuo.   
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1.4 CONCLUSIONES 
La inmovilización por atrapamiento de la lacasa del hongo M. thermophila en esferas 
de alginato demostró que, aún consiguiendo porcentajes de inmovilización cercanos al 100%, 
la actividad recuperada en las esferas no superó en el mejor de los casos las 0,15U/g. Las 
esferas formadas a partir de ZnSO4 fueron las que presentaron la mayor actividad, 
acompañada de una elevada pérdida de la enzima al medio. Estos resultados indican que las 
esferas de Zn-alginato permitieron una mayor difusión tanto del sustrato como de la lacasa 
hacia el medio. La escasa estabilidad mecánica de las esferas y de la propia lacasa inmovilizada 
indican que no resultan un buen biocatalizador para su empleo en posibles aplicaciones 
biotecnológicas.  
La silanización se soportes de base sílice naturales concluyó con que el soporte más 
susceptible de ser silanizado fue la caolinita, siendo la mezcla de agua:etanol el medio más 
adecuado para llevar al cabo este proceso. Esta silanización no fue covalente, como quedó 
demostrado con los experimentos de FTIR. La inmovilización covalente de diversas lacasas en 
este soporte obtuvo resultados negativos. El estudio de activación e inmovilización de la lacasa 
de M. thermophila en el soporte comercial CPC-Silica permitió concluir que, si bien el 
porcentaje de inmovilización es similar, el aumento de la concentración de glutaraldehído 
durante la activación promueve la inmovilización de más cantidad de proteína hasta alcanzar 
un límite. Las actividades reales obtenidas se alejan mucho de las esperadas y se observó que 
la actividad es mayor conforme menor es la cantidad de lacasa inmovilizada. La  estabilidad 
tanto frente a pH como a temperatura no fue mejorada en los derivados de lacasa 
inmovilizada en comparación con la lacasa soluble.  
La inmovilización de la lacasa de M. thermophila en soportes de agarosa indicó que la 
aminación no afecta negativamente a esta enzima, permitiendo obtener dos derivados 
diferentes, glioxil pH 10 y glioxil pH 7 con acetilcisteína, que resultaron ser los más adecuados 
si se tiene en cuenta tanto el porcentaje de inmovilización, la actividad recuperada y la 
estabilidad en diferentes condiciones. La inmovilización de la lacasa de T. villosa en soportes 
de agarosa dio como resultado la obtención de los derivados TEA-glioxil y glioxil pH10. El 
rendimiento de inmovilización y actividad recuperada resultó mejor que para otros derivados, 
además de aumentar la estabilidad de esta lacasa en distintas condiciones. La agarosa resultó 
el soporte más adecuado para la inmovilización de estas dos lacasas, su versatilidad en cuanto 
a los diferentes grupos funcionales que puede haber en su superficie, permitieron explorar 
distintas opciones hasta encontrar los derivados adecuados. Esta misma característica conlleva 
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la obtención de derivados donde las lacasas se encuentran orientadas de diferente forma 
mediante una inmovilización multipuntual de diferente grado. Ha quedado demostrada la 
posible reutilización de los derivados ya que presentaron una excelente estabilidad 
operacional. La estabilidad de ambas lacasas es opuesta en cuanto a pH, por lo que en función 
del proceso que se vaya a realizar se tendrá en cuenta una u otra, sin establecer diferencias en 
cuanto a la estabilidad operacional ya que los resultados para ambas fueron muy similares.  
  
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-95 
 
1.5 BIBLIOGRAFÍA  
A 
Ahn M, Zimmerman AR, Martínez CE, Archibald DD, Bollag J, Dec J. Characteristics of 
Trametes villosa laccase adsorbed on aluminum hydroxide. Enzyme Microb Technol 
2007;41:141-8.  
Altikatoglu M, Basaran Y. Additive effect of dextrans on the stability of horseradish 
peroxidase. Protein J 2011;30:84-90.  
Aracri E, Vidal T. Xylanase- and laccase-aided hexenuronic acids and lignin removal 
from specialty sisal fibres. Carbohydr Polym 2011;83:1355-62.  
Areskogh D, Henriksson G. Immobilisation of laccase for polymerisation of commercial 
lignosulphonates. Process Biochem 2011;46:1071-5.  
Areskogh D, Li J, Gellerstedt G, Henriksson G. Investigation of the molecular weight 
increase of commercial lignosulfonates by laccase catalysis. Biomacromolecules 2010;11:904-
10.  
Arica MY,  ltintas B, Bayra oǧlu G. I  obilization of laccase onto spacer-arm 
attached non-porous poly(GMA/EGDMA) beads: Application for textile dye degradation. 
Bioresour Technol 2009;100:665-9.  
Arnold K, Bordoli L, Kopp J, Schwede T. The SWISS-MODEL workspace: A web-based 
environment for protein structure homology modelling. Bioinformatics 2006;22:195-201.  
Arroyo M. Inmovilización de enzimas. Fundamentos, métodos y aplicaciones. Ars 
Pharm 1998;39:23-39.  
B 
Balland V, Hureau C, Cusano AM, Liu Y, Tron T, Limoges B. Oriented immobilization of a 
fully active monolayer of histidine-tagged recombinant laccase on modified gold electrodes. 
Chemistry 2008;14:7186-92.  
Bayramoglu G, Yakup Arica M. Immobilization of laccase onto 
poly(glycidylmethacrylate) brush grafted poly(hydroxyethylmethacrylate) films: Enzymatic 
oxidation of phenolic compounds. Mater Sci Eng 2009;29:1990-7.  
Bayramoglu G, Yilmaz M, Arica MY. Preparation and characterization of epoxy-
functionalized magnetic chitosan beads: Laccase immobilized for degradation of reactive dyes. 
Bioproc Biosys Eng 2010a;33:439-48.  
Bayramoglu G, Yilmaz M, Arica MY. Reversible immobilization of laccase to poly(4-
vinylpyridine) grafted and Cu(II) chelated magnetic beads: Biodegradation of reactive dyes. 
Bioresour Technol 2010b;101:6615-21.  
CAPÍTULO 1 
1-96 
 
Beneyton T, El Harrak A, Griffiths AD, Hellwig P, Taly V. Immobilization of CotA, an 
extremophilic laccase from Bacillus subtilis, on glassy carbon electrodes for biofuel cell 
applications. Electrochem Commun 2011;13:24-7.  
Berka R, Schneider P, Golightly E, Brown S, Madden M, Brown K, et al. Characterization 
of the gene encoding an extracellular laccase of Myceliophthora thermophila and analysis of 
the recombinant enzyme expressed in Aspergillus oryzae. Appl Environ Microbiol 
1997;63:3151-7.  
Bernal C, Marciello M, Mesa M, Sierra L, Fernandez-Lorente G, Mateo C, et al. 
Immobilisation and stabilisation of β-galactosidase from Kluyveromyces lactis using a glyoxyl 
support. Int Dairy J 2012;.  
Berrio J, Plou FJ, Ballesteros A, Martínez ÁT, Martínez MJ. Immobilization of 
Pycnoporus coccineus laccase on Eupergit C: Stabilization and treatment of olive oil mill 
wastewaters. Biocatal Biotransfor 2007;25:130-4.  
Bertrand T, Jolivalt C, Briozzo P, Caminade E, Joly N, Madzak C, et al. Crystal structure 
of a four-copper laccase complexed with an arylamine: Insights into substrate recognition and 
correlation with kinetics. Biochemistry 2002;41:7325-33.  
Betancor L, López-Gallego F, Hidalgo A, Alonso-Morales N, Mateo GD-C, Fernández-
Lafuente R, et al. Different mechanisms of protein immobilization on glutaraldehyde activated 
supports: Effect of support activation and immobilization conditions. Enzyme Microb Technol 
2006;39:877-82.  
Bhat KM, Maheshwari R. Sporotrichum thermophile Growth, Cellulose Degradation, 
and Cellulase Activity. Appl Environ Microbiol 1987;53:2175-82.  
Blanco RM, Calvete JJ, Guisán JM. Immobilization-stabilization of enzymes; variables 
that control the intensity of the trypsin (amine)-agarose (aldehyde) multipoint attachment. 
Enzyme Microb Technol 1989;11:353-9.  
Blanco RM, Guisán JM. Stabilization of enzymes by multipoint covalent attachment to 
agarose-aldehyde gels. Borohydride reduction of trypsin-agarose derivatives. Enzyme Microb 
Technol 1989;11:360-6.  
Bolívar JM, López-Gallego F, Godoy C, Rodrigues DS, Rodrigues RC, Batalla P, et al. The 
presence of thiolated compounds allows the immobilization of enzymes on glyoxyl agarose at 
mild pH values: New strategies of stabilization by multipoint covalent attachment. Enzyme 
Microb Technol 2009a;45:477-83.  
Bolívar JM, Mateo C, Godoy C, Pessela BCC, Rodrigues DS, Giordano RLC, et al. The co-
operative effect of physical and covalent protein adsorption on heterofunctional supports. 
Process Biochem 2009b;44:757-63.  
Bolívar JM, Mateo C, Grazu V, Carrascosa AV, Pessela BC, Guisán JM. Heterofunctional 
supports for the one-step purification, immobilization and stabilization of large multimeric 
enzymes: Amino-glyoxyl versus amino-epoxy supports. Process Biochem 2010;45:1692-8.  
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-97 
 
Bolívar JM, Rocha-Martín J, Mateo C, Guisán JM. Stabilization of a highly active but 
unstable alcohol dehydrogenase from yeast using immobilization and post-immobilization 
techniques. Process Biochem 2012;47:679-86.  
Bolívar JM, Wilson L, Ferrarotti SA, Guisán JM, Fernández-Lafuente R, Mateo C. 
Improvement of the stability of alcohol dehydrogenase by covalent immobilization on glyoxyl-
agarose. J Biotechnol 2006;125:85-94.  
Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein dye binding. Anal Biochem 1976;72:248-
54.  
Brady D, Jordaan J. Advances in enzyme immobilisation. Biotechnol Lett 2009;31:1639-
50.  
Brandi P, D'Annibale A, Galli C, Gentili P, Pontes ASN. In search for practical advantages 
from the immobilisation of an enzyme: the case of laccase. J Molec Catal B 2006;41:61-9.  
Bresolin ITL, Borsoi-Ribeiro M, Tamashiro WMSC, Augusto EFP, Vijayalakshmi MA, 
Bueno SMA. Evaluation of Immobilized Metal-Ion Affinity Chromatography (IMAC) as a 
technique for IgG1 monoclonal antibodies purification: The effect of chelating ligand and 
support. Appl Biochem Biotechnol 2010;160:2148-65.  
Bruce IJ, Sen T. Surface modification of magnetic nanoparticles with alkoxysilanes and 
their application in magnetic bioseparations. Langmuir 2005;21:7029-35.  
Bryjak J, Kruczkiewicz  , Rekuć  ,  eczyńska-Czoch W. Laccase immobilization on 
copolymer of butyl acrylate and ethylene glycol dimethacrylate. Biochem Eng J 2007;35:325-
32.  
C 
Cabana H, Ahamed A, Leduc R. Conjugation of laccase from the white rot fungus 
Trametes versicolor to chitosan and its utilization for the elimination of triclosan. Bioresour 
Technol 2011;102:1656-62.  
Cabana H, Alexandre C, Agathos SN, Jones JP. Immobilization of laccase from the white 
rot fungus Coriolopsis polyzona and use of the immobilized biocatalyst for the continuous 
elimination of endocrine disrupting chemicals. Bioresour Technol 2009;100:3447-58.  
Cabana H, Jones JP, Agathos SN. Preparation and characterization of cross-linked 
laccase aggregates and their application to the elimination of endocrine disrupting chemicals. J 
Biotechnol 2007;132:23-31.  
Camarero S, Ibarra D, Martínez AT, Romero J, Gutiérrez A, del Río JC. Paper pulp 
delignification using laccase and natural mediators. Enzyme Microb Technol 2007;40:1264-71.  
Cañas AI, Camarero S. Laccases and their natural mediators: Biotechnological tools for 
sustainable eco-friendly processes. Biotechnol Adv 2010;28:694-705.  
CAPÍTULO 1 
1-98 
 
Champagne PP. Dye decolourization by immobilized laccase and impact of auxiliary 
chemicals on dye decolourization. PhD Thesis Queen's University (Canada) 2009.  
Champagne PP, Ramsay JA. Reactive blue 19 decolouration by laccase immobilized on 
silica beads. Appl Microbiol Biotechnol 2007;77:819-23.  
Chandra RP, Ragauskas AJ. Evaluating laccase-facilitated coupling of phenolic acids to 
high-yield kraft pulps. Enzyme Microb Technol 2002;30:855-61.  
Chen H, Zhang J, Wang W, Yang Y. Preparation and characteristics of immobilized 
laccase from Coriolus versicolor on chitosan. Acta Sci Naturalium Universitatis Pekinensis 
2006;42:254-8.  
Cordi L, Minussi RC, Freire RS, Durán N. Fungal laccase: Copper induction, semi-
purification, immobilization, phenolic effluent treatment and electrochemical measurement. 
Afr J Biotechnol 2007;6:1255-9.  
Córdova DIC, Borges RM, Arizaga GGC, Wypych F, Krieger N. Immobilization of laccase 
on hybrid layered double hydroxide. Quim Nova 2009;32:1495-9.  
Çorman ME, Öztürk N, Bereli N, Akgöl S, Denizli A. Preparation of nanoparticles which 
contains histidine for immobilization of Trametes versicolor laccase. J Molec Catal B 
2010;63:102-7.  
Crestini C, Perazzini R, Saladino R. Oxidative functionalisation of lignin by layer-by-layer 
immobilised laccases and laccase microcapsules. Appl Catal A 2010;372:115-23.  
Cunha AG, Fernández-Lorente G, Bevilaqua JV, Destain J, Paiva LMC, Freire DMG, et al. 
Immobilization of Yarrowia lipolytica lipase - A comparison of stability of physical adsorption 
and covalent attachment techniques. Appl Biochem Biotechnol 2008;146:49-56.  
D 
Dayaram P, Dasgupta D. Decolorisation of synthetic dyes and textile wastewater using 
Polyporus rubidus. J Environ Biol 2008;29:831-6.  
De Lima Damásio AR, Pessela BC, Mateo C, Segato F, Prade RA, Guisan JM, et al. 
Immobilization of a recombinant endo-1,5-arabinanase secreted by Aspergillus nidulans strain 
A773. J Molec Catal B 2012;77:39-45.  
De Stefano L, Rea I, De Tommasi E, Rendina I, Rotiroti L, Giocondo M, et al. Bioactive 
modification of silicon surface using self-assembled hydrophobins from Pleurotus ostreatus. 
Eur Phys J E 2009;30:181-5.  
Dodor DE, Hwang H, Ekunwe SIN. Oxidation of anthracene and benzo[a]pyrene by 
immobilized laccase from Trametes versicolor. Enzyme Microb Technol 2004;35:210-7.  
Domsch KH, Gams W, Anderson Tja. Compendium of soil fungi. London ; New York : 
Academic Press, 1980.  
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-99 
 
Durán N, Rosa MA, D'Annibale A, Gianfreda L. Applications of laccases and tyrosinases 
(phenoloxidases) immobilized on different supports: A review. Enzyme Microb Technol 
2002;31:907-31.  
E 
Ehlert N, Müller PP, Stieve M, Behrens P. Immobilization of alkaline phosphatase on 
modified silica coatings. Micropor Mesopor Mat 2010;131:51-7.  
ElKaoutit M, Naranjo-Rodriguez I, Temsamani KR, Hernández-Artiga MP, Bellido-Milla 
D, Cisneros JLH-d. A comparison of three amperometric phenoloxidase-Sonogel-Carbon based 
biosensors for determination of polyphenols in beers. Food Chem 2008;110:1019-24.  
ElKaoutit M, Naranjo-Rodriguez I, Temsamani KR, Vega DL, De Cisneros JLH. Dual 
laccase - Tyrosinase based sonogel-carbon biosensor for monitoring polyphenols in beers. J 
Agric Food Chem 2007;55:8011-8.  
F 
Fang H, Huang J, Ding L, Li M, Chen Z. Preparation of magnetic chitosan nanoparticles 
and immobilization of laccase. J Wuhan Univ Technol Mater Sci Ed 2009;24:42-7.  
Fernandez-Lafuente R, Resell CM, Rodriguez V, Guisán JM. Strategies for enzyme 
stabilization by intramolecular crosslinking with bifunctional reagents. Enzyme Microb Technol 
1995;17:517-23.  
Fernandez-Lorente G, Godoy CA, Mendes AA, Lopez-Gallego F, Grazu V, de las Rivas B, 
et al. Solid-phase chemical amination of a lipase from Bacillus thermocatenulatus to improve 
its stabilization via covalent immobilization on highly activated glyoxyl-agarose. 
Biomacromolecules 2008;9:2553-61.  
Fernando Bautista L, Morales G, Sanz R. Immobilization strategies for laccase from 
Trametes versicolor on mesostructured silica materials and the application to the degradation 
of naphthalene. Bioresour Technol 2010;101:8541-8.  
Ferrarotti SA, Bolívar JM, Mateo C, Wilson L, Guisán JM, Fernández-Lafuente R. 
Immobilization and stabilization of a cyclodextrin glycosyltransferase by covalent attachment 
on highly activated glyoxyl-agarose supports. Biotechnol Prog 2006;22:1140-5.  
Forde J, Tully E, Vakurov A, Gibson TD, Millner P, Ó'Fágáin C. Chemical modification 
and immobilisation of laccase from Trametes hirsuta and from Myceliophthora thermophila. 
Enzyme Microb Technol 2010;46:430-7.  
G 
Gamelas JAF, Pontes ASN, Evtuguin DV, Xavier AMRB, Esculcas AP. New 
polyoxometalate-laccase integrated system for kraft pulp delignification. Biochem Eng J 
2007;33:141-7.  
CAPÍTULO 1 
1-100 
 
Ganea E, Harding JJ. Trehalose and 6-aminohexanoic acid stabilize and renature 
glucose-6-phosphate dehydrogenase inactivated by glycation and by guanidinium 
hydrochloride. Biol Chem 2005;386:269-78.  
Garcia-Ubasart J, Colom JF, Vila C, Hernández NG, Blanca Roncero M, Vidal T. A new 
procedure for the hydrophobization of cellulose fibre using laccase and a hydrophobic phenolic 
compound. Bioresour Technol 2012;112:341-4.  
Georgieva S, Godjevargova T, Mita DG, Diano N, Menale C, Nicolucci C, et al. Non-
isothermal bioremediation of waters polluted by phenol and some of its derivatives by laccase 
covalently immobilized on polypropylene membranes. J Molec Catal B 2010;66:210-8.  
Georgieva S, Godjevargova T, Portaccio M, Lepore M, Mita DG. Advantages in using 
non-isothermal bioreactors in bioremediation of water polluted by phenol by means of 
immobilized laccase from Rhus vernicifera. J Molec Catal B 2008;55:177-84.  
Giacomini C, Villarino A, Franco-Fraguas L, Batista-Viera F. Immobilization of β-
galactosidase from Kluyveromyces lactis on silica and agarose: Comparison of different 
methods. J Molec Catal B 1998;4:313-27.  
Giardina P, Faraco V, Pezzella C, Piscitelli A, Vanhulle S, Sannia G. Laccases: A never-
ending story. Cell Mol Life Sci 2010;67:369-85.  
Godjevargova T, Nenkova R, Dimova N. Covalent immobilization of glucose oxidase 
onto new modified acrylonitrile copolymer/silica gel hybrid supports. Macromol Biosci 
2005;5:760-6.  
Gómez J, Rodríguez Solar D, Pazos M, Sanromán MÁ. Applicability of Coriolopsis rigida 
for biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons. Biotechnol Lett 2006;28:1013-7.  
Grano V, Diano N, Mita DG, Durante D, Casadio R, Martelli L, et al. Isothermal and non-
isothermal bioreactors in the detoxification of waste waters polluted by aromatic compounds 
by means of immobilised laccase from Rhus vernicifera. J Molec Catal B 2004;27:191-206.  
Guisán JM. Aldehyde-agarose gels as activated supports for immobilization-
stabilization of enzymes. Enzyme Microb Technol 1988;10:375-82.  
Guisán JM, Blanco RM. Stabilization of trypsin by multiple-point attachment to 
aldehyde-agarose gels. Ann N Y Acad Sci 1987;501:67-72.  
Guisán JM, Bastida A, Blanco RM, Fernández-Lafuente R, García-Junceda E. 
Immobilization of Enzymes on Glyoxyl Agarose. In: Anonymous Immobilization of Enzymes and 
Cells. 1996. p. 277-87.  
H 
Hakulinen N, Kiiskinen L, Kruus K, Saloheimo M, Paanen A, Koivula A, et al. Crystal 
structure of a laccase from Melanocarpus albomyces with an intact trinuclear copper site. Nat 
Struct Biol 2002;9:601-5.  
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-101 
 
Hoare DG, Koshland Jr. DE. A method for the quantitative modification and estimation 
of carboxylic acid groups in proteins. J Biol Chem 1967;242:2447-53.  
Hu X, Zhao X, Hwang H. Comparative study of immobilized Trametes versicolor laccase 
on nanoparticles and kaolinite. Chemosphere 2007;66:1618-26.  
Huajun Q, Caixia X, Xirong H, Yi D, Yinbo Q, Peiji G. Immobilization of laccase on 
nanoporous gold: Comparative studies on the immobilization strategies and the particle size 
effects. J Phys Chem C 2009;113:2521-5.  
Huang J, Liu C, Xiao H, Wang J, Jiang D, Gu E. Zinc tetraaminophthalocyanine-Fe3O4 
nanoparticle composite for laccase immobilization. Int J Nanomed 2007;2:775-84.  
Huang J, Xiao H, Li B, Wang J, Jiang D. Immobilization of Pycnoporus sanguineus laccase 
on copper tetra-aminophthalocyanine-Fe3O4 nanoparticle composite. Biotechnol Appl Biochem 
2006;44:93-100.  
Hüttermann A, Mai C, Kharazipour A. Modification of lignin for the production of new 
compounded materials. Appl Microbiol Biotechnol 2001;55:387-94.  
I 
Ibrahim NA, Gouda M, El-Shafei AM, Abdel-Fatah OM. Antimicrobial activity of cotton 
fabrics containing immobilized enzymes. J Appl Polym Sci 2007;104:1754-61.  
J 
JECFA. Laccase from Myceliophthora thermophila expressed in Aspergillus oryzae. 
Chemical and Technical assesment. 2004. 
Jiang DS, Long SY, Huang J, Xiao HY, Zhou JY. Immobilization of laccase on magnetic 
chitosan microspheres and study on its enzymic properties. Wei Sheng Wu Hsueh Pao 
2005a;45:630-3.  
Jiang DS, Long SY, Huang J, Xiao HY, Zhou JY. Immobilization of Pycnoporus sanguineus 
laccase on magnetic chitosan microspheres. Biochem Eng J 2005b;25:15-23.  
Jordaan J, Mathye S, Simpson C, Brady D. Improved chemical and physical stability of 
laccase after spherezyme immobilisation. Enzyme Microb Technol 2009;45:432-5.  
K 
Kandelbauer A, Maute O, Kessler RW, Erlacher A, Gübitz GM. Study of dye 
decolorization in an immobilized laccase enzyme-reactor using online spectroscopy. Biotechnol 
Bioeng 2004;87:552-63.  
Khani Z, Jolivalt C, Cretin M, Tingry S, Innocent C. Alginate/carbon composite beads for 
laccase and glucose oxidase encapsulation: Application in biofuel cell technology. Biotechnol 
Lett 2006;28:1779-86.  
CAPÍTULO 1 
1-102 
 
Kirgöz Ü , Tural H, Ti ur S,  azarlioǧlu N, Telefoncu  ,  illoton R. Laccase biosensors 
based on mercury thin film electrode. Artif Cells Blood Substit Immobil Biotechnol 
2005;33:447-56.  
Klis M, Karbarz M, Stojek Z, Rogalski J, Bilewicz R. Thermoresponsive Poly(N-
isopropylacrylamide) gel for immobilization of laccase on indium tin oxide electrodes. J Phys 
Chem B 2009;113:6062-7.  
Klis M, Maicka E, Michota A, Bukowska J, Sek S, Rogalski J, et al. Electroreduction of 
laccase covalently bound to organothiol monolayers on gold electrodes. Electrochim Acta 
2007;52:5591-8.  
Kunamneni A, Ghazi I, Camarero S, Ballesteros A, Plou FJ, Alcalde M. Decolorization of 
synthetic dyes by laccase immobilized on epoxy-activated carriers. Process Biochem 
2008;43:169-78.  
L 
Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4. Nature 1970;227:680-5.  
Liu Y, Guo C, Wang F, Liu C, Liu H. Preparation of magnetic silica nanoparticles and 
their application in laccase immobilization. Chinese J Process Eng 2008;8:583-8.  
Loera Corral O, Pérez M, Irma C, Barbosa JR, Villaseñor F. Laccases. In: Anonymous 
Advances in Agricultural and Food Biotechnology. Research Signpost; 2006. p. 323-40.  
López-Gallego F. Desarrollo de nuevos catalizadores enzimáticos para la producción 
directa de cefalosporinas semisintéticas a partir de cefalosporina C. Universidad Autónoma de 
Madrid 2006.  
Lu L, Zhao M, Wang Y. Immobilization of laccase by alginate-chitosan microcapsules 
and its use in dye decolorization. World J Microb Biot 2007;23:159-66.  
M 
Madhavi V, Lele SS. Laccase: Properties and applications. Bioresources 2009;4:1694-
717.  
Maheshwari R, Bharadwaj G, Bhat MK. Thermophilic fungi: Their physiology and 
enzymes. Microbiol Mol Biol R 2000;64:461-88.  
Majeau J, Brar SK, Tyagi RD. Laccases for removal of recalcitrant and emerging 
pollutants. Bioresour Technol 2010;101:2331-50.  
Manco I, Mita L, Del Pozzo G, Mita DG, Diano N, Grano V, et al. Non-isothermal 
bioreactors in enzymatic remediation of waters polluted by endocrine disruptors: BPA as a 
model of pollutant. Appl Catal B 2007;69:252-61.  
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-103 
 
Marques D, Pessela BC, Betancor L, Monti R, Carrascosa AV, Rocha-Martin J, et al. 
Protein hydrolysis by immobilized and stabilized trypsin. Biotechnol Prog 2011;27:677-83.  
Martinez-Ortiz J, Flores R, Vazquez-Duhalt R. Molecular design of laccase cathode for 
direct electron transfer in a biofuel cell. Biosens Bioelectron 2011;26:2626-31.  
Mateescu M, Agostinelli E, Weltrowska G, Weltrowski M, Mondovi B. Specific 
immobilization of laccase on p-benzoquinone-activated supports. Biol Met 1990;3:98-102.  
Mateo C, Bolivar JM, Godoy CA, Rocha-Martin J, Pessela BC, Curiel JA, et al. 
Improvement of enzyme properties with a two-step immobilizaton process on novel 
heterofunctional supports. Biomacromolecules 2010;11:3112-7.  
Mateo C, Grazú V, Pessela BCC, Montes T, Palomo JM, Torres R, et al. Advances in the 
design of new epoxy supports for enzyme immobilization-stabilization. Biochem Soc Trans 
2007a;35:1593-601.  
Mateo C, Palomo JM, Fernández-Lorente G, Guisán JM, Fernandez-Lafuente R. 
Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via immobilization techniques. 
Enzyme Microb Technol 2007b;40:1451-63.  
Mateo C, Palomo JM, Fuentes M, Betancor L, Grazú V, López-Gallego F, et al. Glyoxyl 
agarose: A fully inert and hydrophilic support for immobilization and high stabilization of 
proteins. Enzyme Microb Technol 2006;39:274-80.  
Matijošyte I,  rends IWCE, de  ries S, Sheldon R .  reparation and use of cross-linked 
enzyme aggregates (CLEAs) of laccases. J Molec Catal B 2010;62:142-8.  
Mazur M, Krysiński  , Michota-Ka ińska  , Bukowska J, Rogalski J, Blanchard GJ. 
Immobilization of laccase on gold, silver and indium tin oxide by zirconium-phosphonate-
carboxylate (ZPC) coordination chemistry. Bioelectrochemistry 2007;71:15-22.  
Merle G, Brunel L, Tingry S, Cretin M, Rolland M, Servat K, et al. Electrode biomaterials 
based on immobilized laccase. Application for enzymatic reduction of dioxygen. Mater Sci Eng 
C 2008;28:932-8.  
Michota-Kaminska A, Wrzosek B, Bukowska J. Resonance raman evidence of 
immobilization of laccase on self-assembled monolayers of thiols on Ag and Au surfaces. Appl 
Spectrosc 2006;60:752-7.  
Moeder M, Martin C, Koeller G. Degradation of hydroxylated compounds using laccase 
and horseradish peroxidase immobilized on microporous polypropylene hollow fiber 
membranes. J Membr Sci 2004;245:183-90.  
Mohidem NA, Mat H. The catalytic activity of laccase immobilized in sol-gel silica. J 
Appl Sci 2009;9:3141-5.  
Moldes D, Cadena EM, Vidal T. Biobleaching of eucalypt kraft pulp with a two laccase-
mediator stages sequence. Bioresour Technol 2010;101:6924-9.  
CAPÍTULO 1 
1-104 
 
Moldes D, Díaz M, Tzanov T, Vidal T. Comparative study of the efficiency of synthetic 
and natural mediators in laccase-assisted bleaching of eucalyptus kraft pulp. Bioresour Technol 
2008;99:7959-65.  
Moldes D, Lorenzo M, Sanromán MA. Degradation or polymerisation of Phenol Red 
dye depending to the catalyst system used. Process Biochem 2004;39:1811-5.  
Moldes D, Sanromán M. Amelioration of the ability to decolorize dyes by laccase: 
Relationship between redox mediators and laccase isoenzymes in Trametes versicolor. World J 
Microb Biot 2006;22:1197-204.  
Montereali MR, Seta LD, Vastarella W, Pilloton R. A disposable Laccase-Tyrosinase 
based biosensor for amperometric detection of phenolic compounds in must and wine. J 
Molec Catal B 2010;64:189-94.  
Morozova OV, Shumakovich GP, Gorbacheva MA, Shleev SV, Yaropolov AI. "Blue" 
laccases. Biochemistry (Moscow) 2007a;72:1136-50.  
Morozova OV, Shumakovich GP, Shleev SV, Yaropolov YI. Laccase-mediator systems 
and their applications: A review. Appl Biochem Microbiol 2007b;43:523-35.  
Mousty C, Vieille L, Cosnier S. Laccase immobilization in redox active layered double 
hydroxides: A reagentless amperometric biosensor. Biosens Bioelectron 2007;22:1733-8.  
N 
Niku-Paavola ML, Raaska L, Itävaara M. Detection of white-rot fungi by a non-toxic 
stain. Mycol Res 1990;94:27-31.  
Niladevi KN, Prema P. Immobilization of laccase from Streptomyces psammoticus and 
its application in phenol removal using packed bed reactor. World J Microb Biot 2008;24:1215-
22.  
Nogala W, Rozniecka E, Zawisza I, Rogalski J, Opallo M. Immobilization of ABTS - 
laccase system in silicate based electrode for biolectrocatalytic reduction of dioxygen. 
Electrochem Commun 2006;8:1850-4.  
Nogala W, Szot K, Burchardt M, Roelfs F, Rogalski J, Opallo M, et al. Feedback mode 
SECM study of laccase and bilirubin oxidase immobilised in a sol-gel processed silicate film. 
Analyst 2010;135:2051-8.  
O 
Ozmen M, Can K, Akin I, Arslan G, Tor A, Cengeloglu Y, et al. Surface modification of 
glass beads with glutaraldehyde: Characterization and their adsorption property for metal ions. 
J Hazard Mater 2009;171:594-600.  
 
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-105 
 
P 
Palmieri G, Giardina P, Desiderio B, Marzullo L, Giamberini M, Sannia G. A new enzyme 
immobilization procedure using copper alginate gel: Application to a fungal phenol oxidase. 
Enzyme Microb Technol 1994;16:151-8.  
Pedroche J, del MY, Mateo C, Fernández-Lafuente R, Girón-Calle J, Alaiz M, et al. Effect 
of the support and experimental conditions in the intensity of the multipoint covalent 
attachment of proteins on glyoxyl-agarose supports: Correlation between enzyme-support 
linkages and thermal stability. Enzyme Microb Technol 2007;40:1160-6.  
Phetsom J, Khammuang S, Suwannawong P, Sarnthima R. Copper-alginate 
encapsulation of crude laccase from Lentinus polychrous lev. and their effectiveness in 
synthetic dyes decolorizations. J Biol Sci 2009;9:573-83.  
Pich A, Bhattacharya S, Adler H-P, Wage T, Taubenberger A, Li Z, et al. Composite 
magnetic particles as carriers for laccase from Trametes versicolor. Macromol Biosci 
2006;6:301-10.  
Plagemann R, Jonas L, Kragl U. Ceramic honeycomb as support for covalent 
immobilization of laccase from Trametes versicolor and transformation of nuclear fast red. 
Appl Microbiol Biotechnol 2011;90:313-20.  
Portaccio M, Di Martino S, Maiuri P, Durante D, De Luca P, Lepore M, et al. Biosensors 
for phenolic compounds: The catechol as a substrate model. J Molec Catal B 2006;41:97-102.  
Q 
Qiu H, Xu C, Huang X, Ding Y, Qu Y, Gao P. Adsorption of lacease on the surface of 
nanoporous gold and the direct electron transfer between them. J Phys Chem C 
2008;112:14781-5.  
Qiu L, Huang Z. The treatment of chlorophenols with laccase immobilized on sol-gel-
derived silica. World J Microb Biot 2010;26:775-81.  
Quan D, Kim Y, Shin W. Characterization of an amperometric laccase electrode 
covalently immobilized on platinum surface. J Electroanal Chem 2004a;561:181-9.  
Quan D, Kim Y, Shin W. Sensing characteristics of tyrosinase immobilized and 
tyrosinase, laccase co-immobilized platinum electrodes. B Kor Chem Soc 2004b;25:1195-201.  
Quan D, Shin W. Amperometric detection of catechol and catecholamines by 
immobilized laccase from Denilite. Electroanalysis 2004a;16:1576-82.  
Quan D, Shin W. Amperometric detection of hydroquinone and homogentisic acid with 
laccase immobilized platinum electrode. B Kor Chem Soc 2004b;25:833-7.  
Quan D, Shin W. Modification of electrode surface for covalent immobilization of 
laccase. Mat Sci Eng C 2004c;24:113-5.  
CAPÍTULO 1 
1-106 
 
R 
Rahman MA, Noh H, Shim Y. Direct electrochemistry of laccase immobilized on Au 
nanoparticles encapsulated-dendrimer bonded conducting polymer: Application for a catechin 
sensor. Anal Chem 2008;80:8020-7.  
Rasera K, Ferla J, Dillon AJP, Riveiros R, Zeni M. Immobilization of laccase from 
Pleurotus sajor-caju in polyamide membranes. Desalination 2009;245:657-61.  
Rekuć  , Bryjak J, Szy ańska K, Jarzebski  B. Laccase i  obilization on 
mesostructured cellular foams affords preparations with ultra high activity. Process Biochem 
2009a;44:191-8.  
Rekuć  , Jastrze bska B, Liesiene J, Bryjak J. Co parative studies on i  obilized 
laccase behaviour in packed-bed and batch reactors. J Molec Catal B 2009b;57:216-23.  
Rekuć  , Kruczkiewicz  , Jastrze bska B, Liesiene J,  eczyńska-Czoch W, Bryjak J. 
Laccase immobilization on the tailored cellulose-based Granocel carriers. Int J Biol Macromol 
2008;42:208-15.  
Reyes P, Pickard MA, Vazquez-Duhalt R. Hydroxybenzotriazole increases the range of 
textile dyes decolorized by immobilized laccase. Biotechnol Lett 1999;21:875-80.  
Riva S. Laccases: blue enzymes for green chemistry. Trends Biotechnol 2006;24:219-26.  
Rochefort D, Kouisni L, Gendron K. Physical immobilization of laccase on an electrode 
by means of poly(ethyleneimine) microcapsules. J Electroanal Chem 2008;617:53-63.  
Rodrigues RC, Godoy CA, Volpato G, Ayub MAZ, Fernandez-Lafuente R, Guisan JM. 
Immobilization-stabilization of the lipase from Thermomyces lanuginosus: Critical role of 
chemical amination. Process Biochem 2009;44:963-8.  
Rodríguez Couto S, Osma JF, Saravia V, Gübitz GM, Toca Herrera JL. Coating of 
immobilised laccase for stability enhancement: A novel approach. Appl Catal A 2007;329:156-
60.  
Rodríguez Couto S, Toca Herrera JL. Industrial and biotechnological applications of 
laccases: A review. Biotechnol Adv 2006;24:500-13.  
Rotková J, Šuláková R, Korecká L, Zdražilová  , Jandová M, Lenfeld J, et al. Laccase 
immobilized on magnetic carriers for biotechnology applications. J Magn Magn Mater 
2009;321:1335-40.  
Rubenwolf S, Strohmeier O, Kloke A, Kerzenmacher S, Zengerle R, von Stetten F. 
Carbon electrodes for direct electron transfer type laccase cathodes investigated by current 
density-cathode potential behavior. Biosens Bioelectron 2010;26:841-5.  
Russo ME, Giardina P, Marzocchella A, Salatino P, Sannia G. Assessment of 
anthraquinone-dye conversion by free and immobilized crude laccase mixtures. Enzyme 
Microb Technol 2008;42:521-30.  
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-107 
 
S 
Salis A, Pisano M, Monduzzi M, Solinas V, Sanjust E. Laccase from Pleurotus sajor-caju 
on functionalised SBA-15 mesoporous silica: Immobilisation and use for the oxidation of 
phenolic compounds. J Molec Catal B 2009;58:175-80.  
Servat K, Tingry S, Brunel L, Querelle S, Cretin M, Innocent C, et al. Modification of 
porous carbon tubes with enzymes: Application for biofuel cells. J Appl Electrochem 
2007;37:121-7.  
Shang W, Liu W, Wang L. Immobilization of Agaricus bisporus laccase on a ceramic 
chitosan composite support. Journal of Beijing University of Chemical Technology 2009a;36:84-
8.  
Shang W, Liu W, Wang L. Characterization and study of Agaricus bisporus laccase 
immobilized on a ceramic-chitosan composite support. Modern Chemical Industry 
2009b;29:45-7.  
Shleev S, Persson P, Shumakovich G, Mazhugo Y, Yaropolov A, Ruzgas T, et al. Laccase-
based biosensors for monitoring lignin. Enzyme Microb Technol 2006;39:835-40.  
Silva C, Silva CJ, Zille A, Guebitz GM, Cavaco-Paulo A. Laccase immobilization on 
enzymatically functionalized polyamide 6,6 fibres. Enzyme Microb Technol 2007;41:867-75.  
Soares CMF, De Castro HF, Santana MH, Zanin GM. Selection of stabilizing additive for 
lipase immobilization on controlled pore silica by factorial design. Appl Biochem Biotech - Part 
A Enzyme Eng Biotechnol 2001;91-93:703-18.  
Solná R, Skládal P. Amperometric flow-injection determination of phenolic compounds 
using a biosensor with immobilized laccase, peroxidase and tyrosinase. Electroanalysis 
2005;17:2137-46.  
Stanescu MD, Fogorasi M, Shaskolskiy BL, Gavrilas S, Lozinsky VI. New potential 
biocatalysts by laccase immobilization in PVA cryogel type carrier. Appl Biochem Biotechnol 
2010;160:1947-54.  
Svendsen A, Xu F. United States Patent: 7622287 - Myceliophthora thermophila laccase 
variants; November 24, 2009.  
Szamocki R, Flexer V, Levin L, Forchiasin F, Calvo EJ. Oxygen cathode based on a layer-
by-layer self-assembled laccase and osmium redox mediator. Electrochim Acta 2009;54:1970-
7.  
T 
Tadesse MA, D'Annibale A, Galli C, Gentili P, Sergi F. An assessment of the relative 
contributions of redox and steric issues to laccase specificity towards putative substrates. Org 
Biomol Chem 2008;6:868-78.  
CAPÍTULO 1 
1-108 
 
Tan Y, Deng W, Ge B, Xie Q, Huang J, Yao S. Biofuel cell and phenolic biosensor based 
on acid-resistant laccase-glutaraldehyde functionalized chitosan-multiwalled carbon 
nanotubes nanocomposite film. Biosens Bioelectron 2009;24:2225-31.  
Tang H, Zhang W, Geng P, Wang Q, Jin L, Wu Z, et al. A new amperometric method for 
rapid detection of Escherichia coli density using a self-assembled monolayer-based bienzyme 
biosensor. Anal Chim Acta 2006;562:190-6.  
Tang L, Zeng G, Liu J, Xu X, Zhang Y, Shen G, et al. Catechol determination in compost 
bioremediation using a laccase sensor and artificial neural networks. Anal Bioanal Chem 
2008;391:679-85.  
Tardioli PW, Fernández-Lafuente R, Guisán JM, Giordano RLC. Design of new 
immobilized-stabilized carboxypeptidase a derivative for production of aromatic free 
hydrolysates of proteins. Biotechnol Prog 2003;19:565-74.  
Teerapatsakul C, Bucke C, Parra R, Keshavarz T, Chitradon L. Dye decolorisation by 
laccase entrapped in copper alginate. World J Microb and Biot 2008;24:1367-74.  
Ti ur S,  azarloǧlu N,  illoton R, Telefoncu  . Thick fil  sensors based on laccases 
from different sources immobilized in polyaniline matrix. Sensors Actuators B 2004;97:132-6.  
Toogood HS, Taylor IN, Brown RC, Taylor SJC, McCague R, Littlechild JA. Immobilisation 
of the thermostable L-aminoacylase from Thermococcus litoralis to generate a reusable 
industrial biocatalyst. Biocatal Biotransform 2002;20:241-9.  
Torabi S-, Khajeh K, Ghasempur S, Ghaemi N, Siadat S-R. Covalent attachment of 
cholesterol oxidase and horseradish peroxidase on perlite through silanization: Activity, 
stability and co-immobilization. J Biotechnol 2007;131:111-20.  
V 
Vaz-Dominguez C, Campuzano S, Rüdiger O, Pita M, Gorbacheva M, Shleev S, et al. 
Laccase electrode for direct electrocatalytic reduction of O2 to H2O with high-operational 
stability and resistance to chloride inhibition. Biosens Bioelectron 2008;24:531-7.  
Vianello F, Cambria A, Ragusa S, Cambria MT, Zennaro L, Rigo A. A high sensitivity 
amperometric biosensor using a monomolecular layer of laccase as biorecognition element. 
Biosens Bioelectron 2004;20:315-21.  
Vianello F, Ragusa S, Cambria MT, Rigo A. A high sensitivity amperometric biosensor 
using laccase as biorecognition element. Biosens Bioelectron 2006;21:2155-60.  
Volpato G, Filice M, Ayub MAZ, Guisan JM, Palomo JM. Single-step purification of 
different lipases from Staphylococcus warneri. J Chromatogr A 2010;1217:473-8.  
 
 
INMOVILIZACIÓN ENZIMÁTICA 
 
1-109 
 
W 
Wang F, Guo C, Liu H, Liu C. Immobilization of Pycnoporus sanguineus laccase by metal 
affinity adsorption on magnetic chelator particles. J Chem Technol Biot 2008;83:97-104.  
Wang M, Liechti KM, Wang Q, White JM. Self-assembled silane monolayers: 
Fabrication with nanoscale uniformity. Langmuir 2005;21:1848-57.  
Wang P, Fan X, Cui L, Wang Q, Zhou A. Decolorization of reactive dyes by laccase 
immobilized in alginate/gelatin blent with PEG. J Environ Sci 2008a;20:1519-22.  
Wang Y, Zheng X-, Zhao M. Study of immobilization of laccase on mesoporous 
molecular sieve MCM-41. Journal of Chemical Engineering of Chinese Universities 
2008b;22:83-7.  
X 
Xu F. Laccase. In: Anonymous Encyclopedia of Bioprocess Technology. John Wiley & 
Sons, Inc.; 2002.  
Xu X, Lu P, Zhou Y, Zhao Z, Guo M. Laccase immobilized on methylene blue modified 
mesoporous silica MCM-41/PVA. Mater Sci Eng C 2009;29:2160-4.  
Y 
Yamak O, Kalkan NA, Aksoy S, Altinok H, Hasirci N. Semi-interpenetrating polymer 
networks (semi-IPNs) for entrapment of laccase and their use in Acid Orange 52 decolorization. 
Process Biochem 2009;44:440-5.  
Yaropolov AI, Shleev SV, Morozova OV, Zaitseva EA, Marko-Varga G, Emneus J, et al. An 
amperometric biosensor based on laccase immobilized in polymer matrices for determining 
phenolic compounds. J Anal Chem 2005;60:624-8.  
Yaver DS, Golightly EJ. Cloning and characterization of three laccase genes from the 
white-rot basidiomycete Trametes villosa: Genomic organization of the laccase gene family. 
Gene 1996;181:95-102.  
Yaver DS, Xu F, Golightly EJ, Brown KM, Brown SH, Rey MW, et al. Purification, 
characterization, molecular cloning, and expression of two laccase genes from the white rot 
basidiomycete Trametes villosa. Appl Environ Microbiol 1996;62:834-41.  
Ye WN, Combes D, Monsan P. Influence of additives on the thermostability of glucose 
oxidase. Enzyme Microb Technol 1988;10:498-502.  
Yoshida H. LXIII. - Chemistry of lacquer (Urushi) Part I: Communication from the 
Chemical Society of Tokio. Journal of the Chemical Society, Transactions 1883;43:472-86.  
 
CAPÍTULO 1 
1-110 
 
Z 
Zdobnov EM, Apweiler R. InterProScan - An integration platform for the signature-
recognition methods in InterPro. Bioinformatics 2001;17:847-8.  
Zeng H, Liao L, Li M, Tao Q, Kang J, Chen Y. Poly aryl amide and multiwalled carbon 
nanotube composite supported laccase electrode and its electrochemical behavior. Wuli 
Huaxue Xuebao/ Acta Physico - Chimica Sinica 2010;26:3217-24.  
Zhang J, Liu X, Xu Z, Chen H, Yang Y. Degradation of chlorophenols catalyzed by laccase. 
Int Biodet Biodegr 2008;61:351-6.  
Zhang J, Yu Y, Ren J, Wang B. Laccase immobilization on D380 macroporous exchange 
resin by cross-linking with glutaraldehyde. Adv Mat Res 2010;113-116:2115-2118.  
Zhang S, Gao E, Xia L. Dechlorination of dichlorophenol in waste water by immobilized 
laccase. Journal of Chemical Industry and Engineering (China) 2006;57:359-62.  
Zhang Y, Rochefort D. Comparison of emulsion and vibration nozzle methods for 
microencapsulation of laccase and glucose oxidase by interfacial reticulation of 
poly(ethyleneimine). J Microencapsul 2010;27:703-13.  
Zhang Y, Zeng G, Tang L, Huang D, Jiang X, Chen Y. A hydroquinone biosensor using 
modified core-shell magnetic nanoparticles supported on carbon paste electrode. Biosens 
Bioelectron 2007a;22:2121-6.  
Zhang Y, Zeng G, Tang L, Yu H, Li J. Catechol biosensor based on immobilizing laccase to 
modified core-shell magnetic nanoparticles supported on carbon paste electrode. 
Environmental Science 2007b;28:2320-5.  
Zhao M, Wang W, Li X, Wei X, Lu L, Yang C. Preparation of surface modified alginate 
nanoparticles with acyl chloride groups and its use in immobilization of laccase. Transactions of 
China Pulp and Paper 2008;23:94-9.  
Zheng X, Wu D, Li Z, Chen J, Wu J. Enhanced storage stability of recombinant enzyme 
preparation of α-CGTase from Paenibacillus macerans by chemical additives. Chinese Journal 
of Biotechnology 2011;27:185-95.  
Zille A, Tzanov T, Gübitz GM, Cavaco-Paulo A. Immobilized laccase for decolourization 
of reactive Black 5 dyeing effluent. Biotechnol Lett 2003;25:1473-7.  
 
 
[Escriba el subtítulo del documento] 
 
 
 
 
EFECTO DE LOS LÍQUIDOS IÓNICOS EN EL 
COMPORTAMIENTO ENZIMÁTICO                       
DE LACASAS  
 
 
 
CAPÍTULO 2 
2 EFECTO DE LOS LÍQUIDOS IÓNICOS EN EL 
COMPORTAMIENTO ENZIMÁTICO DE LACASAS 
 
 
2.1 INTRODUCCIÓN .............................................................................................................. 2-1 
2.1.1 LÍQUIDOS IÓNICOS ........................................................................................................... 2-1 
2.1.1.1 PROPIEDADES .......................................................................................................... 2-2 
2.1.2 ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EN LÍQUIDOS IÓNICOS ....................................................................... 2-4 
2.1.3 LACASAS Y LÍQUIDOS IÓNICOS ............................................................................................. 2-8 
2.2 MATERIALES Y MÉTODOS ................................................................................................ 2-10 
2.2.1 LÍQUIDOS IÓNICOS ......................................................................................................... 2-10 
2.2.2 LACASAS ...................................................................................................................... 2-10 
2.2.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA ................................................................... 2-11 
2.2.4 ESTABILIDAD DE LAS LACASAS EN PRESENCIA DE LÍQUIDOS IÓNICOS .......................................... 2-11 
2.2.5 ESTUDIO CINÉTICO DE LAS LACASAS EN PRESENCIA DE LÍQUIDOS IÓNICOS ................................... 2-11 
2.2.6 TERMOESTABILIDAD DE LA LACASA EN PRESENCIA DE LÍQUIDOS IÓNICOS .................................... 2-12 
2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN .............................................................................................. 2-14 
2.3.1 ESTABILIDAD EN LÍQUIDOS IÓNICOS ................................................................................... 2-14 
2.3.2 ESTUDIO CINÉTICO DE LA LACASA DE M. THERMOPHILA EN PRESENCIA DE [EMIM][ESO4] ........... 2-22 
2.3.3 TERMOESTABILIDAD DE LA LACASA DE M. THERMOPHILA EN PRESENCIA DE [EMIM][ESO4] ......... 2-25 
2.4 CONCLUSIONES ............................................................................................................ 2-30 
2.5 BIBLIOGRAFÍA .............................................................................................................. 2-31
   
EFECTO DE LOS LÍQUIDOS IÓNICOS EN EL COMPORTAMIENTO ENZIMÁTICO DE LACASAS 
2-1 
 
2.1 INTRODUCCIÓN 
2.1.1 LÍQUIDOS IÓNICOS 
La biocatálisis en ambientes no acuosos ha sido considerablemente estudiada y 
discutida durante las últimas dos décadas, y su importancia y aplicabilidad está ampliamente 
reconocida. Recientemente se han descubierto nuevos compuestos no acuosos que pueden 
actuar como medio para reacciones de biocatálisis. Entre ellos, los líquidos iónicos tienen una 
gran importancia y cada vez son más utilizados como sustitutos de los disolventes orgánicos 
tradicionales (Yang y Pan, 2005). Se ha comprobado que los líquidos iónicos pueden actuar 
como medios de reacción, fluidos termales, lubricantes, surfactantes y agentes 
antimicrobianos, anticorrosivos y para electropulido (Frade y Afonso, 2010). Se debe tener en 
cuenta que las propiedades físico-químicas de los líquidos iónicos afectan a su reactividad 
orgánica, por lo que únicamente podrán sustituir a disolventes convencionales si su química es 
similar (Chiappe y Pieraccini, 2005). La aplicación de los líquidos iónicos en la biotecnología se 
centra principalmente en la catálisis enzimática. Han sido utilizados en reacciones de 
transesterificación, perhidrólisis, reducción enantionselectiva de acetonas y amoniolisis. La 
principal ventaja que poseen, en comparación con los demás disolventes orgánicos, es su 
capacidad para incrementar la eficiencia catalítica de las enzimas, manteniendo su estructura 
secundaria y su conformación nativa, lo cual no es fácil de mantener en ambientes no acuosos 
tradicionales (Frade y Afonso, 2010; Quijano et al., 2011). Estas sustancias pueden disolver un 
amplio rango de compuestos, tanto orgánicos polares como no polares, inorgánicos y 
polímeros, por ello la utilización de una mezcla de agua con líquidos iónicos puede ser 
interesante para incrementar la solubilidad de sustratos y productos de numerosas reacciones 
(Domínguez et al., 2011). 
Los líquidos iónicos son sales orgánicas que se encuentran en estado líquido a 
temperatura ambiente. A diferencia de los disolventes orgánicos tradicionales que se definen 
como  líquidos moleculares,  estos líquidos están compuestos por un catión y un anión. Sus 
características únicas, como la prácticamente nula volatilidad, no inflamabilidad y estabilidad 
tanto térmica como química, son las que los conviernte en una alternativa muy atractiva a los 
disolventes orgánicos comunes.  
CAPÍTULO 2 
2-2 
 
2.1.1.1 PROPIEDADES 
Las propiedades químicas y el estado físico de los líquidos iónicos puede variar en 
función de los iones por los que esté formado, existen muchas combinaciones que ya han sido 
diseñadas y estudiadas (Frade y Afonso, 2010). Dentro de la enorme variedad de cationes, 
podemos encontrar metilimidazolio (Mim), piridinio (py) (Figura 2.1), pirrolidinio (pyr), 
piperidinio  (pip), morfolinio (morp), amonio cuaternario (Qamm), fosfonio cuaternario 
(QPhosp) y guanidinio. Éstos se pueden encontrar en combinación con halógenos como 
bromuro y cloruro, bis-trifluorometil sulfonamida (NTf2), tetrafluoroborato (BF4), 
hexafluorofosfato (PF6), dicianamida (DCA) and acesulfamo (ACS) entre otros (Frade y Afonso, 
2010).  
A modo de ejemplo, en las siguientes tablas (Tablas 2.1 a 2.3) se muestran diversos 
cationes y aniones que son comúnmente utilizados en los líquidos iónicos. 
 
Figura 2.1. Cationes más comunes en los líquidos iónicos: (a) 1-alquil-3-metilimidazolio y (b) 1-alquilpiridinio.  
Tabla 2.1. Distintos cationes de base 1-alquil-3-
metilimidazolio (Figura 2.1a) 
CATIONES 1-ALQUIL-3-METILIMIDAZOLIO 
ABREVIATURA R
1
 R
2
 
[MMim]  CH3  H  
[EMim]  C2H5  H  
[HOEMim]  HOCH2CH2  H  
[PMim]  CH3CH2CH2  H  
[BMim]  n-C4H9  H  
[sBMim]  s-C4H9  H  
[HMim]  n-C6H13  H  
[OMim]  n-C8H17  H  
[PhPMim]  C6H5(CH2)3  H  
[MOEMim]  CH3OCH2CH2  H  
[BMMim]  n-C4H9  CH3  
[HMMim]  n-C6H13  CH3 
Tabla 2.2. Distintos cationes de base 1-alquilpiridinio 
(Figura 2.1b) 
CATIONES 1-ALQUILPIRIDINIO 
ABREVIATURA R
1
 R
2
  
[Epy][TFA]  C2H5  H  
[Ppy][BF4]  n-C3H7  H  
[PMpy][BF4]  n-C3H7  CH3  
[Bpy][BF4]  n-C4H9  H  
[BMpy][BF4]  n-C4H9  CH3 
(a) (b)
EFECTO DE LOS LÍQUIDOS IÓNICOS EN EL COMPORTAMIENTO ENZIMÁTICO DE LACASAS 
2-3 
 
Tabla 2.3. Posibles aniones que forman parte de los líquidos iónicos 
ANIONES PRESENTES EN LÍQUIDOS IÓNICOS 
ABREVIATURA X
-
  ABREVIATURA X
-
  
[BF4]  BF4
-
  [glycolate]  HOCH2COO
-
  
[PF6]  PF6
-
  [NO3]  NO3
-
  
[NTf2]  (CF3SO2)2N
-
  [lactate]  CH3CH(OH)COO
-
  
[TfO]  CF3SO3
-
  [citrate]  HO2CCH2C(CO2H)(OH)CH2COO
-
  
[TFA]  CF3COO
-
  [Cl]  Cl
-
  
[MSO3]  CH3SO3
-
  [Br]  Br
-
  
[HpSO3]  n-C7H15SO3
-
  [GlyO]  H2NCH2COO
-
  
[TsO]  p-CH3C6H4SO3
-
  [AlaO]  CH3CH(NH2)COO
-
  
[MSO4]  CH3OSO3
-
  [GluO]  
-
OOCCH2CH2CH(NH3
+
)COO
-
  
[ESO4]  C2H5OSO3
-
  [5AV]  H2N(CH2)4COO
-
  
[OSO4]  n-C8H17OSO3
-
  [CtPEGSO4]  n-C16H33(OCH2CH2)10OSO3
-
  
[H2PO4]  (HO)2PO2
-
  Ammoeng100  CH3OSO3
-
  
[M2PO4]  (CH3O)2PO2
-
  Ammoeng101  Cl
-
  
[EOESO4]  C2H5O(CH2)2OSO3
-
  Ammoeng102  C2H5OSO3
-
  
[AcO]  CH3COO
-
  Ammoeng111  AcO
-
  
[BzO]  C6H5COO
-
  Ammoeng112  (HO)2PO2
-
 
Una de las mayores ventajas de utilizar líquidos iónicos en lugar de los disolventes 
orgánicos convencionales es que sus propiedades tanto físicas como químicas, la polaridad, 
hidrofobicidad, viscosidad y miscibilidad, pueden cambiarse alterando el catión, el anión o los 
sustituyentes. Esto permite diseñar un líquido iónico específico para condiciones de reacción 
concretas tales como incrementar la solubilidad de cierto sustrato, modificar la selectividad 
enzimática o alterar la velocidad de reacción (Yang y Pan, 2005).  
La pureza de los líquidos iónicos es muy importante para su aplicación en biocatálisis. 
El agua, los haluros, las sales orgánicas sin reaccionar y los compuestos orgánicos suelen 
acumularse en los líquidos iónicos. El agua es el contaminante más común debido a la gran 
higroscopicidad de los líquidos iónicos. Se ha comprobado que líquidos iónicos que contienen 
el anión BF4 o PF6 en presencia de agua se hidrolizan parcialmente produciendo HF, lo cual 
provoca la inhibición de la muchas enzimas. Por ello, los líquidos iónicos comerciales 
especifican cuales son los contaminantes que pueden aparecer, pero aun así han de manejarse 
con sumo cuidado evitando que estas impurezas continúen acumulándose.  
Una de las propiedades más significativas de los líquidos iónicos es su alta polaridad. 
Existe una relación entre la longitud de la cadena alquil sustituyente del anillo imidazolio del 
catión y el tamaño del anión: cuando estos dos factores son más pequeños, la polaridad del 
líquido iónico aumenta. Este concepto de polaridad no ha de confundirse con la hidrofilicidad 
(van Rantwijk y Sheldon, 2007). La solubilidad en agua de estos líquidos es poco predecible, 
aun teniendo una polaridad similar, es posible que algunos sean totalmente miscibles con el 
agua y que otros tan sólo admitan entorno a un 1%. En comparación con otros disolventes 
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orgánicos, los líquidos iónicos son mucho más viscosos. Esta característica es el resultado de la 
tendencia que poseen a formar enlaces de hidrógeno y a la fuerza de sus interacciones de van 
der Waals, que puede ser alterada mediante un aumento de la temperatura o por adición de 
codisolventes orgánicos. Normalmente la viscosidad aumenta cuando la cadena alquil del 
catión es más larga y el anión más grande (Yang y Pan, 2005).  
Una gran variedad de compuestos son solubles en los líquidos iónicos, y de no ser así, 
puede seleccionarse un líquido iónico más adecuado. Se ha demostrado que la habilidad de los 
líquidos iónicos para disolver compuestos muy complejos, como azúcares o proteínas, reside 
en las propiedades del anión para aceptar protones (Anderson et al., 2002).  
La miscibilidad entre líquidos iónicos y disolventes orgánicos no ha sido muy estudiada. 
No existen unas bases teóricas que determinen sus propiedades de miscibilidad, pero ha de 
tenerse en cuenta que no se rigen por ninguno de los estándares heurísticos que se utilizan 
tradicionalmente para predecir su comportamiento con otros disolventes (van Rantwijk y 
Sheldon, 2007).   
2.1.2 ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EN LÍQUIDOS IÓNICOS 
La estructura terciaria de las proteínas se mantiene gracias a puentes disulfuro, 
puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas donde tiene importancia las fuerzas de Van 
der Waals. La desnaturalización de las proteínas implica la disociación de numerosos puentes 
de hidrógeno al mismo tiempo, lo cual supone que los grupos hidrofóbicos de éstas se pongan 
en contacto con el disolvente. Debido a esto, se sabe que las proteínas son inactivadas por 
compuestos que interactúan específicamente cuando éstas se encuentran desplegadas. De 
esta forma, el proceso de desnaturalización ocurre en dos pasos consecutivos: una primera 
etapa reversible seguida de una segunda etapa más lenta e irreversible (van Rantwijk y 
Sheldon, 2007).  
Los líquidos iónicos pueden ser considerados electrolitos, ya que si se encuentran en 
solución acuosa, sus iones se encuentran libres al igual que en cualquier otra disolución de 
sales (Shipovskov et al., 2008). Debido a esto, se define el carácter cosmotrópico o caotrópico 
de los iones de los líquidos iónicos basándose en las series de Hofmeister, las cuales indican el 
efecto de los iones y cationes sobre la solubilidad de las proteínas. Además se define así la 
interacción de los líquidos iónicos con el agua y el efecto que ejercen sobre la densidad 
molecular de ésta. Iones cosmotrópicos como SO4
2-, AcO-, Mg2+ y Ca2+ tienen una alta densidad 
de cargas, interaccionando más con el agua que el agua consigo misma. Con otros iones como 
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ClO4
-, PF6
-, NH4
+ y Cs+, la situación es contraria. Las soluciones enzimáticas son estables en 
presencia de aniones cosmotrópicos y cationes caotrópicos, pero se desestabilizan en 
presencia de aniones caotrópicos y cationes cosmotrópicos (Zhao et al., 2006). La mejor 
explicación para este comportamiento es que los aniones cosmotrópicos estabilizan las 
proteínas debido a un efecto de “salting out” en los grupos no polares de la superficie, 
mientras que los caotrópicos interaccionan más con la forma desnaturalizada de la proteína 
que con la forma nativa (van Rantwijk y Sheldon, 2007).  
Las enzimas pueden llevar a cabo reacciones catalíticas en presencia de disolventes 
orgánicos, incluso algunas lipasas, proteasas o acilasas mantienen su actividad cuando la 
presencia de agua es prácticamente nula (van Rantwijk et al., 2003). Normalmente, la 
influencia de un medio orgánico en la actividad de las enzimas, incluyendo los líquidos iónicos, 
viene dada por el grado de sustitución en la cantidad de agua. La mayoría de las enzimas 
requiere una cantidad mínima de agua para ser activa, aunque hay numerosas excepciones 
(van Rantwijk y Sheldon, 2007). Se debe considerar también la existencia posibles reacciones 
con el agua presente que pueden alterar el sistema, modificando el pH por ejemplo, y 
alterando la actividad y estabilidad de la enzima. Con respecto al pH, éste no puede ser 
definido en un medio donde el agua no está presente, pero se puede asumir que las enzimas 
mantienen su distribución de cargas tal y como se encontraban en la última disolución acuosa 
donde estaban presentes.  
La mezcla de agua con líquidos iónicos es un medio interesante utilizado en 
biotransformaciones para aumentar la solubilidad de reactivos y productos. Los trabajos más 
recientes en el campo de la biocatálisis incluyen el estudio de un amplio rango de líquidos 
iónicos y enzimas (van Rantwijk y Sheldon, 2007). En general, una amplia variedad de enzimas 
son activas estando presentes en diversas mezclas de líquidos iónicos y agua. Es complicado 
encontrar un líquido iónico que no sea tolerado por alguna enzima. La cosmotropicidad y 
caotropicidad no parece predecir la compatibilidad entre enzimas y la mezcla acuosa de 
líquidos iónicos, ya que hay excepciones ante la premisa anteriormente establecida.  Pero si 
está claro que los iones o disolventes que interaccionan más fuertemente con la forma 
desnaturalizada de la proteína son los que contribuyen a alcanzar este estado inactivo 
(Baldwin, 1996).  
Las lipasas son las enzimas que, por su gran tolerancia ante disolventes orgánicos, 
pueden resultar las mejores candidatas para la biocatálisis en líquidos iónicos. Por este motivo 
han sido objeto de numerosos estudios en relación con los líquidos iónicos. Las esterasas, sin 
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embargo, resultan menos tolerantes a condiciones de escasez de agua. Cabe destacar que los 
líquidos iónicos son polares y altamente resistentes a la oxidación, lo que resultan interesantes 
para la biocatálisis de reacciones redox (van Rantwijk et al., 2003; van Rantwijk y Sheldon, 
2007).  
Normalmente, para que una enzima se encuentre soluble en agua es necesaria la 
sustitución de las interacciones proteína-proteína por otras más fuertes. Los disolventes 
orgánicos tienen también este efecto, pero además poseen un efecto desnaturalizante. La 
solubilización de enzimas en los líquidos iónicos es posible sin que suceda esta 
desnaturalización y además algunos de estos líquidos pueden tener un efecto renaturalizante 
(Lange et al., 2005). En algunos casos también se ha demostrado que la inactivación de las 
enzimas en presencia de los líquidos iónicos es totalmente reversible (van Rantwijk et al., 
2003). Los trabajos presentados en la Tabla 2.4 muestran distintos resultados de tolerancia a 
los líquidos iónicos. 
Tabla 2.4. Estudios realizados con distintas enzimas en presencia de diversos líquidos iónicos.  
ENZIMA PROCEDENCIA LÍQUIDO IÓNICO REFERENCIA 
Lipasa B Candida antarctica 
1-alquil-3-metilimidazolio o 
1-alquilpiridinio, con los 
aniones [BF4], [PF6], [TfO] y 
[NTf2] 
Husum et al. (2001); 
Park et al. (2001); 
Schöfer et al. (2001); 
Lozano et al. (2003); 
Hernández-
Fernández et al. 
(2009) 
Lipasa Pseudomonas cepacia 
1-alquil-3-metilimidazolio o 
1-alquilpiridinio, con los 
aniones [BF4], [PF6], [TfO] y 
[NTf2] 
Kim et al. (2001); 
Nara et al. (2002) 
Lipasa A Candida antarctica [BMpy][BF4] y [BMim][NTf2] Schöfer et al. (2001) 
Lipasa 
Alcaligenes sp.  
Candida antarctica 
Rhizomucor miehei 
Thermomyces 
lanuginosus 
[BMim][NTf2], [BMpy][BF4] y 
[BMpy][PF6] 
Schöfer et al. (2001) 
Lipasa Candida rugosa 
[BMim] y [HMim] con [BF4], 
[PF6] y [HpSO4] 
Xin et al. (2005) 
Esterasa 
inmovilizada 
Bacillus 
stearothermophilus 
Bacillus subtilis 
[BMim][BF4],  [BMim][PF6] y 
[BMim][NTf2] 
Persson y 
Bornscheuer (2003) 
Penicilin G acilasa Escherichia coli 
[BMim][BF4], [OMim][BF4], 
[BMim][PF6], [OMim][PF6], 
[BMim][NTf2] y 
[EMim][NTf2] 
Basso et al. (2005); 
Hernández-
Fernández et al. 
(2009) 
α-quimotripsina  
[BMim][PF6], [OMim][PF6] y 
[EMim][NTf2] 
Laszlo y Compton, 
(2001); Lozano et al. 
(2001) 
Peptido amidasa 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
[BMim][MSO4] Kaftzik et al. (2003) 
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En resumen, se podría concluir que los líquidos iónicos afectan de forma similar a las 
enzimas en comparación con los disolventes orgánicos tradicionales, algunos no afectan a la 
actividad mientras que otros no son tolerados en absoluto, siempre dependiendo del tipo de 
enzima. 
Hasta el momento se ha prestado poca atención al empleo de enzimas como 
biocatalizadores en medios que contienen líquidos iónicos, sin embargo se puede encontrar un 
resumen amplio en la recopilación realizada por Lozano et al. (2006).  
La estabilidad de las enzimas normalmente es mayor en medio orgánico, donde la 
actividad del agua es escasa. Los líquidos iónicos pueden tener este mismo efecto. En trabajos 
previos se ha determinado que las enzimas mantienen su actividad y estructura en presencia 
de líquidos iónicos, durante mucho más tiempo que en contacto con disolventes orgánicos 
convencionales, y normalmente a temperaturas más altas (van Rantwijk y Sheldon, 2007). Una 
de las propiedades a las que se debe este comportamiento es la viscosidad de los líquidos 
iónicos, que minimiza el paso de la conformación activa a la inactiva de las enzimas. Un estudio 
realizado por el grupo del Dr. Iborra demostró que a altas temperaturas, el líquido iónico 
[EMim][NTf2] presentó la capacidad de compactar la conformación nativa de la proteína, 
evitando la desnaturalización térmica (De Diego et al., 2004). 
El incremento en la vida media de muchas enzimas en presencia de líquidos iónicos 
parece tener relación con el aumento en la hidrofobicidad de los mismos. Se entiende que un 
medio de reacción hidrofóbico podría preservar las moléculas de agua esenciales que rodean a 
las proteínas, reduciendo la interacción directa entre la enzima y los iones, aumentando la 
estabilidad enzimática (Yang y Pan, 2005). Estudios realizados sobre enzimas tras su incubación 
en líquidos iónicos han revelado que además de ser tolerantes a estas condiciones, pueden ser 
activadas incrementando su actividad (Sheldon et al., 2002). 
En comparación con los disolventes orgánicos habituales, las enzimas en líquidos 
iónicos, como medio de reacción, presentan en muchas ocasiones una mejora en su actividad, 
estabilidad y selectividad. Los disolventes orgánicos afectan a las proteínas de forma que 
desplazan el agua esencial que forma parte de ellas, cambian su conformación o la de su 
centro activo o pueden afectar a los sustratos y productos alterando su solubilidad. Sería 
razonable esperar que los líquidos iónicos afecten de igual forma a las enzimas. Sin embargo, 
sus múltiples propiedades y el hecho de que su naturaleza iónica haga que se establezca una 
interacción entre cargas más fuerte con la proteína, provocando que sean múltiples los 
parámetros a tener en cuenta para prever el resultado de la interacción enzima-líquido iónico.  
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Los trabajos que se han realizado hasta ahora son prometedores, pero todavía quedan 
por solucionar problemas prácticos que genera el uso de los líquidos iónicos. La separación de 
éstos del medio de reacción, su reciclado efectivo y la determinación su nivel de toxicidad e 
impacto ambiental todavía no están claros (Yang y Pan, 2005).  
2.1.3 LACASAS Y LÍQUIDOS IÓNICOS 
Enzimas hidrolíticas como lipasas, proteasas y glicosidasas fueron las primeras 
valoradas en sistemas donde los líquidos iónicos estaban presentes. Por ello desde hace años 
existen numerosos trabajos donde algunas ellas han sido ampliamente estudiadas, 
demostrando que las biotransformaciones esperadas se llevaban a cabo (Sheldon, 2001). El 
comportamiento de otro tipo de enzimas, como por ejemplo las oxidasas, es menos conocido.  
Como se ha comentado en Capítulos anteriores, las lacasas tienen la capacidad de 
generar radicales intermediarios que pueden actuar sobre otros compuestos, superando la 
necesidad de contacto entre la enzima y el sustrato. Esto quiere decir que la lacasa presenta 
una actividad excelente incluso sobre sustratos no solubles. A pesar de ello, se busca una 
mejora en la transferencia de masa por parte de estas enzimas, lo cual se podría lograr 
empleando disolventes orgánicos convencionales o, por el interés que generan, líquidos 
iónicos como disolventes alternativos (Shipovskov et al., 2008).  
El primer trabajo en el que se valoró la posibilidad de aplicar los líquidos iónicos como 
medio de reacción para enzimas oxidativas demostró que éstos incrementan la solubilidad del 
veratril alcohol y antraceno, promoviendo en algunos casos el aumento de su degradación por 
parte de la lacasa dependiendo del mediador presente (Hinckley et al., 2002). Posteriormente, 
se ha evaluado la estabilidad y el comportamiento cinético de diferentes lacasas en presencia 
de líquidos iónicos. Los resultados de estos trabajos mostraron que algunos líquidos iónicos 
pueden estabilizar la preparación comercial de lacasa DeniLite base, aunque la actividad 
enzimática disminuya (Tavares et al., 2008). Recientemente, los trabajos presentados por 
Domínguez et al. (2011) y Rodríguez et al. (2011) indican que tanto la estabilidad como la 
actividad de las lacasas empeoran a medida que la longitud de la cadena alquil de los líquidos 
iónicos 1-alquil-3-metilimidazolio aumenta. Esto se debe a que al ser mayor esta cadena, se 
aumenta el número de interacciones de van der Waals y se produce un salting in de la 
proteína. El trabajo presentado por Shipovskov et al. (2008) muestra los resultados obtenidos 
del estudio de varios líquidos iónicos con dos lacasas diferentes. Existe una gran variedad en el 
comportamiento de ambas lacasas dependiendo tanto del líquido iónico que se emplee como 
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de su concentración, pudiendo ser algunos datos explicados según lo esperado en base a su 
cosmotropicidad, pero una vez modificado el anión o la cantidad de líquido iónico presente, el 
comportamiento cambia de forma radical. El trabajo más amplio y reciente del 
comportamiento de lacasas en presencia de los líquidos iónicos ha sido llevado a cabo por 
Rehmann et al. (2011). En él se valora el comportamiento de la lacasa procedente del hongo T. 
versicolor en presencia de 63 líquidos iónicos miscibles o no miscibles con agua, variando tanto 
el catión como el anión. De todos ellos tan sólo en 25 la actividad fue suficiente para poder 
determinar los parámetros cinéticos, resultando más adecuados los sistemas bifásicos. Estos 
resultados indican la posibilidad de seleccionar un líquido iónico adecuado para cualquier 
proceso de síntesis o bioremediación en el que la escasa solubilidad del sustrato disminuya su 
eficiencia (Rehmann et al., 2012). 
Recientemente, Moniruzzaman et al. (2010) recogen en su artículo varios estudios 
sobre el comportamiento de diferentes enzimas inmovilizadas en presencia de líquidos iónicos. 
La mayoría de estas enzimas son lipasas, proteasas o esterasas. Sin embargo, no existen 
estudios en la bibliografía en los que se determine el efecto de los líquidos iónicos sobre el 
comportamiento cinético o la estabilidad de lacasas inmovilizadas.  
Como se ha explicado anteriormente, el efecto de los líquidos iónicos en las enzimas es 
variable e impredecible. Para conocerlo es necesario describir el comportamiento observado 
en cada caso particular. El objetivo del presente Capítulo es valorar el comportamiento de las 
lacasas de M. thermophila y T. villosa en presencia de diversos líquidos iónicos, determinando 
tanto su estabilidad como los parámetros cinéticos. Este estudio se llevará a cabo de la misma 
forma con las enzimas inmovilizadas, con el fin de determinar si la inmovilización ofrece alguna 
ventaja ante los posibles efectos negativos que los líquidos iónicos ocasionen en las enzimas. 
Este trabajo se ha llevado a cabo durante una colaboración con el grupo de la Profesora 
Eugénia A. Macedo del Laboratorio de Separación e Ingeniería de las Reacciones (LSRE) de la 
Facultade de Engenharia de la Universidade do Porto. Los ensayos se realizaron en 
concordancia con los realizados en la Universidade do Porto con la lacasa del producto 
comercial Denilite base proporcionado por Novozymes. El estudio de esta lacasa producida por 
Aspergillus sp. también se ha realizado para la enzima libre e inmovilizada en el soporte CPC-
silica (Tavares et al., 2013). Los ensayos de estabilidad, el estudio de los parámetros cinéticos y 
la termoestabilidad en presencia o ausencia de diversos líquidos iónicos se llevó a cabo de 
idéntica forma.  
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
2.2.1 LÍQUIDOS IÓNICOS 
El líquido iónico 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato [EMim][ESO4] fue sintetizado de 
acuerdo con lo establecido por Gómez et al. (2006), y suministrado por el Dr. E. González 
(Universidade do Porto, Portugal). El contenido en agua fue determinado previamente a su uso 
mediante el método de titración de Karl Fisher (Metrohm 756 Karl Fisher Coulometer, Suiza), 
siendo menor a 6·10-2 % en peso. 
El líquido iónico 1-butil-3-metilimidazolio bromuro [BMim][Br] fue sintetizado 
siguiendo el método establecido por Maia et al. (2010) y fue cedido por la Dra. A. Tavares 
(Universidade do Porto, Portugal).  
El líquido iónico 1-etil-3-metilimidazolio 2(2-metoxietoxi) etilsulfato 
[EMim][MDEG·ESO4] es de origen comercial, suministrado por Merck.  
 
Figura 2.2.Líquidos iónicos: (a) [EMim][EtSO4], (b) [BMim][Br] y (c) [EMim][MDEG·EtSO4]. 
2.2.2 LACASAS 
En este estudio se utilizaron las lacasas comerciales de M. thermophila y T. villosa. 
Previamente a su empleo, ambas fueron clarificadas mediante su paso por columnas PD-10 
según se indica en el Capítulo 1 de esta tesis, utilizando tampón fosfato pH 7 (100mM) como 
fase móvil.  
(a) (b)
(c)
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Además de la lacasas libres, se valoró también el efecto de los líquidos iónicos en 
ambas lacasas aminadas y en las lacasas inmovilizadas en soportes de agarosa. La aminación 
de ambas lacasas se llevó a cabo como se indica en el apartado 1.2.1.7.  
Los derivados de la lacasa inmovilizada de M. thermophila fueron los ya descritos 
glioxil pH 10 y glioxil acetilcisteína. Los derivados de lacasa inmovilizada de T. villosa fueron 
glioxil pH 10 y TEA-glioxil.  
2.2.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
El método para determinar la actividad lacasa es el descrito en el apartado 1.2.1.2 del 
primer Capítulo de esta tesis con algunas modificaciones adecuadas al método empleado por 
el grupo LRSE de la Universidade do Porto. El tampón empleado fue citrato/fosfato pH 4,5 
(50mM/100mM), con una concentración de sustrato ABTS 1mM. La medida de absorbancia se 
realizó a 420nm. La temperatura empleada fue de 25°C. Éste método fue el utilizado para las 
medidas de actividad en los ensayos de estabilidad y termoestabilidad en presencia de líquidos 
iónicos.  
2.2.4 ESTABILIDAD DE LAS LACASAS EN PRESENCIA DE LÍQUIDOS IÓNICOS 
La determinación de la estabilidad de las distintas lacasas, tanto libres como 
inmovilizadas, se llevó a cabo mediante su incubación en tampón fosfato pH 7 (50mM) a 25°C 
en presencia de los distintos líquidos iónicos. La concentración de líquido iónico fue de 0, 25, 
50 y 75% (v/v) para cada uno. Se determinó la actividad inicial en cuanto la lacasa se puso en 
contacto con la solución de líquido iónico, y sucesivas medidas de actividad se llevaron a cabo 
a diferentes intervalos de tiempo durante un período de 7 días.  
2.2.5 ESTUDIO CINÉTICO DE LAS LACASAS EN PRESENCIA DE LÍQUIDOS IÓNICOS 
Este ensayo sólo se realizó con la lacasa de M. thermophila, tanto inmovilizada como 
libre y únicamente en presencia del líquido iónico [EMim][ESO4]. 
La determinación de los parámetros cinéticos de Michaelis-Menten, Km y Vmáx, para la 
oxidación de ABTS se llevó a cabo del mismo modo que en el apartado anterior, variando la 
temperatura de reacción en este caso a 40°C. La concentración del sustrato ABTS varió entre 
0,1 y 20mM. Se valoró el comportamiento cinético en ausencia o presencia de [EMim][ESO4] 
en concentraciones de 5, 10, 15 y 25% (v/v). 
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Los valores de los parámetros se determinaron mediante el ajuste a una regresión no 
lineal de los datos, representando la absorbancia (420nm) por minuto frente a la 
concentración de sustrato. El ajuste al modelo de Michaelis-Menten se llevó a cabo utilizando 
el software Sigma Plot v11.0 (SPSS Inc.).  
2.2.6 TERMOESTABILIDAD DE LA LACASA EN PRESENCIA DE LÍQUIDOS IÓNICOS 
La estabilidad térmica de la lacasa libre e inmovilizada de M. thermophila se evaluó en 
presencia del líquido iónico [EMim][ESO4]. La incubación se llevó a cabo en tampón fosfato pH 
5 (100mM) a diferentes temperaturas, entre 55 y 70°C, con una concentración de líquido 
iónico del 25% (v/v). Se determinó la actividad residual realizando medidas 
espectrofotométricas como se indica en el apartado 2.2.3 a diferentes tiempos.  
Diferentes modelos de inactivación enzimática se ajustaron a los datos, con objeto de 
determinar si la inactivación se producía únicamente en una etapa o en dos etapas 
consecutivas. Adicionalmente, se determinó si la inactivación era completa o si se mantenía 
una actividad residual estable en el tiempo.  
 Modelo de dos etapas (modelo completo) (Henley y Sadana, 1985) (Ecuación 2.1): 
  
           
  
    [    
    
     
 
    
     
]       [
    
     
 
    
     
]       
 Modelo de dos etapas (modelo α2=0) (Henley y Sadana, 1985) (Ecuación 2.2): 
  [    
    
     
]       [
    
     
]       
 Modelo de una etapa (Ladero et al., 2006) (Ecuación 2.3): 
  [   ]         
Para cada uno de los casos, a el porcentaje de actividad residual con respecto a la 
actividad inicial que permanece después de un tiempo t, α es la actividad residual después de 
la inactivación parcial de la enzima en cada etapa y k es el coeficiente de inactivación para 
cada una de estas etapas. El ajuste a cada una de las ecuaciones anteriores se realizó con el 
software Excel Solver, para regresiones no lineales.  
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La energía libre de inactivación (ΔG) fue determinada según la siguiente ecuación 
(Ecuación 2.4): 
        (
   
   
) 
Siendo ΔG la energía libre (J/mol), k el coeficiente de inactivación, kB la constante de 
Boltzmann (1,3807·10-23 J/K), h la constante de Planck (1,1044·10-35 J/mol·K) y T la temperatura 
(K).  
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2.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
2.3.1 ESTABILIDAD EN LÍQUIDOS IÓNICOS 
Tal y como se ha comentado en la introducción, el comportamiento de las enzimas 
estudiadas hasta ahora en presencia de líquidos iónicos presenta una gran variación. Es 
complicado establecer una serie de precedentes que permitan prever o estimar la actividad o 
estabilidad de las enzimas en presencia de la multitud de variantes que existen de los líquidos 
iónicos. Por ello, continuando con los estudios mostrados en el Capítulo 1, se consideró 
necesario estudiar el efecto de los líquidos iónicos sobre la estabilidad de las lacasas objeto de 
estudio. En este caso, se seleccionaron diversos líquidos iónicos con diferente catión y anión. 
Además, se evaluaron las posibles ventajas que podría aportar la inmovilización de estas 
enzimas sobre los posibles efectos negativos asociados a la presencia de estos nuevos 
disolventes.  
Se estudió la estabilidad de las lacasas procedentes de M. thermophila y T. villosa, en 
presencia de los distintos líquidos iónicos [EMim][ESO4], [BMim][Br] y [EMim][MDEG·ESO4]. Se 
valoró la estabilidad de cada una de las lacasas, tanto en su forma libre como inmovilizada, 
incluyendo distintos derivados. La cantidad de líquido iónico presente varió entre 0 y 75% 
(v/v), en soluciones acuosas de tampón fosfato pH 7. 
El líquido iónico [EMim][ESO4] fue seleccionado por su baja viscosidad relativa, bajo 
coste, síntesis sencilla y porque se encuentra libre de halógenos, por lo cual se considera más 
sostenible desde el punto de vista ambiental. Los resultados obtenidos para cada una de las 
lacasas se muestran en la Figura 2.3, donde aparecen los perfiles de inactivación de ambas 
lacasas libres, aminadas o no, y de dos de los derivados de agarosa que mejores resultados 
presentaron en el Capítulo 1 de esta tesis, siendo los más adecuados para utilizar en diversas 
aplicaciones con líquidos iónicos.  
Con respecto a la lacasa de M. thermophila, los perfiles de la lacasa libre sin aminar y 
aminada fueron similares. La actividad residual de ambas en presencia de líquido iónico en 
concentración de hasta un 50% siguió el mismo patrón, descendiendo hasta aproximadamente 
un 60% de la actividad inicial a los 7 días de ensayo.  Un 75% de líquido iónico en el medio 
afectó en mayor medida a las formas libres de la lacasa, alcanzado un 80% de inactivación para 
ambas. Del análisis de las formas inmovilizadas de esta lacasa, se detectó un comportamiento 
diferente para el derivado de glioxil pH 10 y el derivado de glioxil acetilcisteína. Para las 
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concentraciones de [EMim][ESO4] de hasta 50% se podría considerar que la inactivación siguió 
el mismo patrón en ambos derivados que con respecto a la lacasa libre. Sin embargo, cuando 
la cantidad de líquido iónico fue del 75%, el comportamiento fue diferente. La lacasa 
inmovilizada en agarosa glioxil acetilcisteína se inactivó de la misma forma que para 
concentraciones menores, siendo más estable que la enzima libre, pero tendiendo a una 
inactivación total. En el caso del derivado de glioxil pH 10 esto no ocurrió del mismo modo. En 
las primeras horas de contacto entre la lacasa inmovilizada y el líquido iónico al 75%, se 
produjo una primera fase de inactivación muy evidente, manteniéndose la actividad en el 
tiempo durante el resto del ensayo, indicando que a altas concentraciones de [EMim][ESO4] 
este derivado incrementa la estabilidad de la lacasa de M. thermophila.  
Con respecto a los resultados obtenidos para la lacasa de T. villosa, se concluye que 
ésta resultó menos estable a medida que aumentó la cantidad de [EMim][ESO4]. Además se 
observó que la lacasa aminada resultó más susceptible que la lacasa libre sin aminar cuando la 
concentración del líquido iónico alcanzó el 75%. Teniendo esto en cuenta y que el derivado de 
glioxil pH 10 se realizó con la lacasa aminada, parece lógico que éste presentase el mismo 
comportamiento que la lacasa aminada libre. A pesar de ello, parece que este derivado se 
comportó de la misma forma que para la lacasa de M. thermophila, inactivándose en gran 
medida en las primeras horas y después manteniendo la actividad residual alcanzada durante 
largos períodos de tiempo. Este comportamiento sólo se detectó cuando la concentración de 
líquido iónico fue la más elevada. Comparando el derivado de TEA-glioxil y glioxil pH 10, el 
primero resultó ser mucho más estable, lo cual se debe en parte a que la lacasa implicada en el 
proceso de inmovilización no se encontraba aminada. El derivado de TEA-glioxil resultó más 
estable que la enzima libre en presencia del líquido iónico [EMim][ESO4].  
Comparando el comportamiento de ambas lacasas en presencia del líquido iónico 
[EMim][ESO4], se observa que la lacasa de T. villosa resultó ligeramente más estable que la de 
M. thermophila, aunque depende del estado en el que se encuentre la enzima (aminada o no 
aminada). Para ambas lacasas, la utilización de este líquido iónico como disolvente en el medio 
no supuso una gran pérdida de actividad, salvo en el caso en el que su concentración fuese del 
75%, para la cual, el derivado de glioxil pH 10 (lacasa de M. thermophila) y el TEA-glioxil (lacasa 
de T. villosa), presentaron una mejora en la estabilidad con respecto a las enzimas libres.   
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Figura 2.3. Estabilidad de la lacasa de M. thermophila y T. villosa en presencia del líquido iónico [EMim][ESO4] en 
concentraciones de         0%,        25%,        50% y        75%. Para la lacasa de M. thermophila: (a) lacasa libre,             
(b) lacasa aminada, (c) glioxil pH 10 y (d) glioxil acetilcisteína. Para la lacasa de T. villosa: (a) lacasa libre, (b) lacasa 
aminada, (c) glioxil pH 10 y (d) TEA-glioxil. 
El [EMim][ESO4] fue el único líquido iónico empleado para estudiar la estabilidad de la 
lacasa de Denilite base. Si se comparan los resultados anteriores con los obtenidos en el grupo 
de la Universidade do Porto (Tavares et al. 2013), cabe destacar que tanto la lacasa de M. 
thermophila como de T. villosa en su estado libre no precipitan en concentraciones de líquido 
iónicos superiores al 50%, como sí ocurre con la lacasa de Denilite base. Con respecto a la 
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lacasa Denilite base inmovilizada en CPC-silica, los resultados mostraron una menor estabilidad 
por parte de esta enzima en comparación con los derivados de glioxil pH 10 (M. thermophila) y 
TEA-glioxil (T. villosa).  
Se evaluó también el efecto del líquido iónico comercial [EMim][MDEG·ESO4] para 
ambas lacasas, los resultados de estabilidad pueden observarse en la Figura 2.4. Los resultados 
obtenidos para la lacasa procedente de M. thermophila mostraron que tanto si la lacasa se 
encuentra libre como inmovilizada, el patrón de desactivación resultó similar en todos los 
casos, siendo menor la actividad residual a medida que la concentración de líquido iónico 
aumentaba. Cabe destacar que la lacasa libre, tanto aminada como no aminada, al estar en 
contacto con un 25% de líquido iónico resultó ser más estable que la enzima en solución 
tampón. Este comportamiento también se detectó para la enzima inmovilizada en el derivado 
de glioxil acetilcisteína, siendo en este caso más estable la lacasa en presencia tanto de un 25% 
como de un 50% de líquido iónico. Sin embargo, el derivado de glioxil pH 10 no mostró una 
mejora en su estabilidad con respecto al control (en ausencia del líquido iónico), mostrando 
una inactivación prácticamente igual en todos los casos, pero que mejoró cuando la 
concentración de [EMim][MDEG·EtSO4] fue del 75%. Se observó también, durante las primeras 
horas de ensayo, una pérdida de actividad inicial muy brusca para la lacasa libre aminada y el 
derivado glioxil acetilcisteína, en presencia de un 75% del líquido iónico, lo cual no se detectó 
en los otros casos.  
La lacasa de T. villosa mostró perfiles de desactivación muy fluctuantes en el tiempo 
para cualquiera de las concentraciones de líquido iónico valoradas. Para los experimentos 
control y las concentraciones de 25% y 50% del líquido iónico, la estabilidad fue muy similar 
para cualquiera de los estados de la lacasa. Operando al 75% de concentración de 
[EMim][MDEG·ESO4], la lacasa libre no aminada, la lacasa aminada y el derivado de glioxil pH 
10 mostraron menos estabilidad que cuando la concentración fue menor. Este 
comportamiento no se observó en el caso del derivado de TEA-glioxil, donde se detectó menor 
estabilidad cuando la concentración de líquido iónico fue del 50%, siendo la lacasa más estable 
a cualquiera de las otras concentraciones, incluso al 75%. Estos resultados indican que la 
inmovilización de la lacasa de T. villosa en el derivado de TEA-glioxil presentó ventajas en 
cuanto a su estabilidad con respecto a la enzima libre y el derivado de glioxil pH 10.  
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Figura 2.4. Estabilidad de la lacasa de M. thermophila y T. villosa en presencia del líquido iónico 
[EMim][MDEG·ESO4] en concentraciones de        0%,         25%,        50% y         75%. Para la lacasa de                           
M. thermophila: (a) lacasa libre, (b) lacasa aminada, (c) glioxil pH 10 y (d) glioxil acetilcisteína. Para la lacasa de        
T. villosa: (a) lacasa libre, (b) lacasa aminada, (c) glioxil pH 10 y (d) TEA-glioxil. 
El estudio comparativo de ambas enzimas, permite concluir que la lacasa de T. villosa 
resultó ser más estable que la de M. thermophila, pero debido a las fluctuaciones que se 
detectaron en la actividad a lo largo del ensayo, quizás los resultados obtenidos para la lacasa 
de M. thermophila resulten más fiables, siendo ligeramente más estable el derivado de glioxil 
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pH 10. Sin embargo, queda demostrado que el derivado de TEA-glioxil de la lacasa de T. villosa 
es más estable que el resto de los estados en los que se valoró la estabilidad de esta lacasa.  
El último ensayo de estabilidad de las lacasas de M. thermophila y T. villosa se llevó a 
cabo con el líquido iónico [BMim][Br], que además de poseer una cadena alquil más larga, el 
anión que forma parte de él es un halógeno, el cual puede tener un efecto negativo sobre la 
actividad lacasa, estimulando su oxidación y disminuyendo su afinidad por el sustrato 
(Shipovskov et al., 2008). La rápida inactivación de las lacasas podría permitir determinar si la 
inmovilización en los distintos derivados produce alguna mejora en cuanto a la estabilidad 
enzimática. Las cinéticas de inactivación obtenidas para ambas lacasas están representadas en 
la Figura 2.5.  
En vista de los datos obtenidos, se corrobora que este líquido iónico afectó de forma 
más negativa a ambas lacasas que los anteriormente ensayados. El efecto provocado por la 
presencia de [BMim][Br] es claro, la estabilidad de ambas lacasas disminuyó en gran medida. 
Con respecto a la lacasa procedente de M. thermophila, tanto para la lacasa libre aminada 
como no aminada la actividad disminuyó hasta un 30% en las primeras 24 horas en presencia 
de un 25% de líquido iónico, perdiendo la actividad totalmente cuando el porcentaje de 
[BMim][Br] es del 50% y 75%. Considerando los resultados obtenidos con los derivados 
resultantes de la inmovilización de esta lacasa, se observa que ambos presentaron unas 
inactivaciones similares entre sí, pero con una mejora en la estabilidad en comparación con la 
lacasa libre, para todas las concentraciones del líquido iónico ensayadas excepto para un 75% 
del líquido iónico.  
Se ha demostrado que la lacasa de T. villosa en presencia del líquido iónico 
[EMim][ESO4] resultó ser menos estable cuando se encontraba aminada. Este comportamiento 
se invierte cuando el líquido iónico presente es el [BMim][Br], resultando más estable tanto la 
lacasa libre aminada como el derivado de glioxil pH 10 que deriva de ésta misma. Comparando 
ambas formas de la lacasa libre, se observó que la lacasa aminada mantuvo un 31% de 
actividad residual en presencia de un 25% de [BMim][Br] tras 7 días de ensayo, mientras que la 
lacasa no aminada se encontró prácticamente inactivada. Para las otras dos concentraciones, 
ambas formas de la lacasa perdieron más del 80% de actividad en las primeras 24 horas de 
ensayo. De los dos derivados estudiados para esta lacasa, el derivado de glioxil pH 10 resultó 
ser más estable, posiblemente debido en gran medida a que la lacasa utilizada para la 
inmovilización en este soporte se encontraba aminada. El derivado TEA-glioxil mejoró a su vez 
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la actividad en comparación con la lacasa libre sin aminar, y también frente a la aminada 
cuando la concentración de [BMim][Br] presente fue de 50%.  
 
Figura 2.5. Estabilidad de la lacasa de M. thermophila y T. villosa en presencia del líquido iónico [BMim][Br] en 
concentraciones de        0%,        25%,        50% y        75%. Para la lacasa de M. thermophila: (a) lacasa libre,              
(b) lacasa aminada, (c) glioxil pH 10 y (d) glioxil acetilcisteína. Para la lacasa de T. villosa: (a) lacasa libre, (b) lacasa 
aminada, (c) glioxil pH 10 y (d) TEA-glioxil. 
La lacasa de T. villosa resultó más estable en presencia de este líquido iónico que la de 
M. thermophila, comportamiento que coincide con el seguido en los anteriores líquidos 
iónicos. Ellos nos permite concluir que la lacasa de T. villosa parece ser más adecuada para las 
aplicaciones en presencia de líquidos iónicos como disolventes, cuando se realizan en las 
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condiciones ensayadas. En el caso de que las condiciones ensayadas requieran temperaturas 
más elevadas, probablemente la lacasa más indicada será la de M. thermophila, seleccionando 
el líquido iónico y el derivado que presenta una mejor estabilidad.  
En general, para ambas enzimas, la presencia de los distintos líquidos iónicos no afectó 
de forma negativa a su actividad inicial, de hecho en algún caso se produjo un aumento de esta 
actividad durante los primeros minutos de contacto entre la lacasa y el líquido iónico. Este 
comportamiento se mantuvo incluso cuando la concentración de líquido iónico alcanzó el 75%, 
lo cual contradice los resultados presentados por Tavares et al. (2008), que indican que una 
concentración tan alta de líquido iónico o disolventes orgánicos provoca la precipitación de la 
lacasa comercial DeniLite Base.  
En vista de los resultados obtenidos, los líquidos iónicos [EMim][ESO4] y 
[EMim][MDEG·ESO4] son los más adecuados para su utilización en posibles aplicaciones con las 
lacasas de M. thermophila y T. villosa, teniendo el [BMim][Br] un efecto más negativo como se 
esperaba. En general, a medida que la concentración de líquido iónico aumentó, la estabilidad 
de las lacasas se vio más afectada, excepto para casos concretos como la lacasa de M. 
thermophila en presencia de [EMim][MDEG·ESO4], que a bajas concentraciones resultó 
estabilizador con respecto al control. Se han detectado cambios en el comportamiento como 
por ejemplo el de la lacasa de T. villosa, que en función de su estado, aminada o no, la 
estabilidad frente a [EMim][ESO4] y [BMim][Br] fue totalmente contraria. La inmovilización de 
ambas lacasas supuso una ventaja en muchos casos, mejoró la estabilidad de éstas sobre todo 
cuando la concentración de los líquidos iónicos fue elevada. Para la lacasa de M. thermophila 
resultó más estable el derivado de glioxil pH 10 y para la lacasa de T. villosa el derivado de TEA-
glioxil, aunque sin presentar una diferencia muy notable con respecto a los otros.  
Por lo tanto, los resultados permiten concluir que la estabilidad de cada una de las 
lacasas varía tanto en función del líquido iónico utilizado así como del estado en el que se 
encuentre la enzima, pudiendo presentar una respuesta similar o totalmente contraria en cada 
caso. Este comportamiento afirma lo ya establecido anteriormente por Domínguez et al. 
(2011), que indica que la respuesta de las enzimas a la presencia de distintos líquidos iónicos 
varía enormemente, por lo que debe ser estudiado en cada caso de forma específica.  
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2.3.2 ESTUDIO CINÉTICO DE LA LACASA DE M. THERMOPHILA EN PRESENCIA DE 
[EMim][ESO4] 
La lacasa de M. thermophila es estable a temperaturas elevadas (70°C). Teniendo esto 
en cuenta y que se ha demostrado que los derivados agarosa glioxil pH10 y glioxil acetilcisteína 
mantuvieron una actividad residual estable durante un mínimo de 7 días, cuando la 
concentración del líquido iónico [EMim][ESO4] fue de 75%, se estudió esta lacasa y su 
comportamiento cinético en presencia de este líquido iónico. Las condiciones de realización de 
este ensayo fueron las mismas que las establecidas para llevar a cabo el estudio cinético de la 
lacasa comercial Denilite base para poder comparar estos resultados con los obtenidos en 
colaboración con el grupo LRSE de la Universidade do Porto (Tavares et al., 2013). 
Existe la posibilidad de que tanto la inmovilización de la lacasa de M. thermophila 
como la presencia de [EMim][ESO4] afecten a los parámetros cinéticos de la lacasa original. 
Con el objetivo de determinar en qué medida y cómo afectan estas condiciones, se llevaron a 
cabo los estudios cinéticos de la oxidación de ABTS para de la lacasa, inmovilizada y libre y en 
presencia o ausencia del líquido iónico [EMim][ESO4]. La concentración de [EMim][ESO4] 
empleada fue de 5, 10, 15 y 25% (v/v). Los parámetros cinéticos de la lacasa en presencia y 
ausencia de líquido iónico fueron calculados según el modelo de Michaelis-Menten y las 
constantes cinéticas obtenidas están representadas en la Tabla 2.5, junto con el coeficiente de 
regresión para cada uno de los ajustes (R2). Una vez obtenidas las constantes cinéticas, se 
calculó la eficiencia catalítica (EC), que se define como el cociente entre Vmax y Km.  
Se puede observar un efecto notable en los valores de Vmax y Km en presencia del 
líquido iónico. En el caso de la lacasa libre no aminada, los resultados mostraron un aumento 
de la Vmax a medida que la concentración de líquido iónico aumenta. La velocidad de la 
reacción aumentó hasta 3 veces cuando la concentración de [EMim][ESO4] fue del 25%, en 
comparación con el control donde el líquido iónico estaba ausente. La constante Km también 
aumentó en gran medida, pero aún así permaneció por debajo de 0,5mM. Los efectos en 
ambas constantes cinéticas implican un descenso en la eficiencia catalítica de la lacasa, de 
aproximadamente un 96% cuando la presencia de líquido iónico alcanzó el 25%.  
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Tabla 2.5. Constantes cinéticas determinadas para la lacasa libre e inmovilizada de M. thermophila en presencia o 
ausencia del líquido iónico [EMim][ESO4].  
[EMim][ESO4]  % 
LACASA LIBRE NO AMINADA LACASA LIBRE AMINADA 
Vmax 
(µM/min) 
Km 
(mM) 
EC  
(min-1) 
R
2
 Vmax 
(µM/min) 
Km 
(mM) 
EC 
 (min-1) 
R
2
 
0 1,973 0,007 0,282 0,968 1,347 0,017 0,079 0,922 
5 2,796 0,017 0,165 0,852 0,920 0,054 0,017 0,977 
10 5,164 0,041 0,126 0,987 1,240 0,070 0,018 0,991 
15 5,876 0,185 0,031 0,997 0,907 0,287 0,003 0,992 
25 6,160 0,436 0,014 0,992 1,093 0,897 0,001 0,994 
[EMim][ESO4]  % 
LACASA GLIOXIL PH 10 LACASA GLIOXIL-AC 
Vmax 
(µM/min) 
Km 
(mM) 
EC  
(min-1) 
R
2
 Vmax 
(µM/min) 
Km 
(mM) 
EC 
 (min-1) 
R
2
 
0 1,356 0,189 7,2 0,998 1,550 0,157 9,9 0,970 
5 1,476 0,340 4,3 0,998 1,265 0,204 6,2 0,988 
10 1,173 0,384 3,1 0,989 1,236 0,220 5,6 0,993 
15 1,253 0,980 1,3 0,993 1,211 0,849 1,4 0,992 
25 1,071 1,997 0,5 0,990 1,232 2,097 0,6 0,994 
La lacasa aminada y los derivados de lacasa inmovilizada no siguieron este 
comportamiento cinético. De hecho la eficiencia catalítica en ambos casos se vio muy 
afectada, disminuyendo en gran medida. Adicionalmente, se observa que al incrementar la 
concentración de [EMim][ESO4], la Km aumentó, en un rango mucho mayor que para la lacasa 
libre sin aminar, llegando a ser 5 veces mayor en el caso de la lacasa inmovilizada. Dos factores 
principales pueden explicar este comportamiento. Por un lado, el sustrato podría tener un 
menor acceso a la lacasa inmovilizada, pero además las propiedades de los líquidos iónicos 
como la polaridad, la viscosidad, hidrofobicidad, etc., podrían afectar al tipo de interacciones 
que establecen con la lacasa, pudiendo afectar a su estructura terciaria. Este segundo factor 
afectaría en menor medida a la lacasa inmovilizada, ya que la Km incrementó únicamente 10 
veces  cuando la concentración de [EMim][ESO4] fue de un 25%, mientras que este incremento 
en comparación con la ausencia de líquido iónico fue de 50 veces en el caso de la lacasa libre. 
Estos resultados indican que aunque el líquido iónico pueda ocasionar una pérdida de afinidad 
entre la enzima y el sustrato, este efecto se ve reducido gracias a la inmovilización de la lacasa. 
Además, los datos obtenidos para la velocidad de reacción muestran que la introducción de 
grupos amino en la lacasa aminada provocó una interacción diferente entre la enzima en este 
estado y el líquido iónico.  
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Todos estos resultados muestran que el comportamiento cinético de la lacasa de M. 
thermophila en presencia del líquido iónico [EMim][ESO4] depende en gran medida del estado 
de la enzima.  
Considerando que el líquido iónico [EMim][ESO4] posee un catión imidazolio y un anión 
etilsulfato, estos datos están en concordancia con los trabajos encontrados en la bibliografía 
donde se demuestra que los líquidos iónicos derivados del catión imidazolio resultan bastante 
compatibles con la actividad enzimática de diversas enzimas. Rehmann et al. (2012) 
demostraron que la lacasa de T. versicolor fue completamente inactivada cuando tiocianatos, 
dicianamidas y la mayoría de los aniones haluro estaban presentes. Únicamente los aniones 
con un sulfato alquil permitieron una buena actividad enzimática para los líquidos iónicos que 
son miscibles con agua. Por otro lado, la lacasa de Agaricus bisporus mostró un 
comportamiento cinético similar al de la lacasa de M. thermophila. Cuando la concentración 
del líquido iónico [BMim][Br] se incrementó de 0 al 20%, la velocidad de reacción aumento, 
incrementándose hasta 1,5 veces más que el control, acompañada de un aumento en el valor 
de la constante Km (Shipovskov et al., 2008). En contraposición, los resultados obtenidos en el 
estudio de la lacasa de T. versicolor donde se analizó su actividad y estabilidad en presencia de 
los líquidos iónicos de distinta longitud de cadena alquil, no se detectó en ninguno de los casos 
un incremento en la Vmax (Domínguez et al., 2011).  
A pesar de los resultados aquí obtenidos, se ha demostrado que la inmovilización de 
otras enzimas puede mejorar el rendimiento cinético. Éste es el caso de los resultados 
obtenidos para la lacasa comercial Denilite base en los experimentos realizados en la 
Universidade do Porto. La inmovilización de la lacasa en CPC-silica mediante la activación por 
glutaraldehído permitió aumentar la eficiencia catalítica de la lacasa cuando el líquido iónico se 
encuentra presente en comparación con la lacasa libre. A pesar de detectarse un aumento 
considerable de Km, la Vmax aumenta en tres puntos cuando la concentración de [EMim][ESO4] 
alcanzó el 25%, mientras que para la lacasa libre no se observó este efecto (Tavares et al., 
2013). En el caso de esterasas procedentes de Bacillus subtilis y Bacillus stearothermophilus, 
no se pudo detectar actividad cuando los líquidos iónicos [BMim][PF6], [BMim][BF4] y 
[BMim][BTA] se encontraban presentes, sin embargo, cuando estas enzimas fueron 
inmovilizadas en Celita, se detectó actividad transesterasa (Moniruzzaman et al., 2010). 
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2.3.3 TERMOESTABILIDAD DE LA LACASA DE M. THERMOPHILA EN PRESENCIA DE 
[EMim][ESO4] 
Una vez determinado el comportamiento cinético de la lacasa tanto en estado libre 
como inmovilizada, se llevó a cabo el estudio de la inactivación térmica en presencia del 
mismo líquido iónico [EMim][ESO4]. Debido a que la lacasa bajo estudio es termófila, los 
ensayos fueron llevados a cabo a temperaturas elevadas, entre 55 y 70°C, en ausencia o 
presencia de [EMim][ESO4] al 25%.  
Una vez obtenidos los datos de actividad enzimática a lo largo del tiempo, se realizaron 
diversos ajustes correspondientes a modelos de inactivación de primer orden que presentaban 
una o varias etapas distintas. Se realizó el ajuste al modelo de dos etapas de Henley y Sadana 
(1985), donde la inactivación se realiza en dos fases, siendo la velocidad de desactivación 
distinta para cada una de ellas (Ecuación 2.1). Se determinó también si los datos se ajustaban 
al mismo modelo, pero asumiendo que α2=0 (Ecuación 2.2), lo cual indicaría que no existe una 
actividad residual latente (Figura 2.6). Ninguno de los dos modelos se ajustó perfectamente a 
todos los supuestos experimentales, donde se tuvo en cuenta tanto la temperatura como si la 
lacasa se encontraba inmovilizada o no.  
 
Figura 2.6. Modelo de inactivación enzimática en dos etapas (Henley y Sadana, 1985): k1 y k2 son las pendientes o 
constantes de inactivación. α1 y α2 son las actividades residuales al final de cada etapa.  
Finalmente, el modelo seleccionado fue el modelo de primer orden propuesto por 
Ladero et al. (2006). En este caso la lacasa es inactivada en una sola etapa, con la posibilidad 
de que permanezca una actividad residual permanente (Ecuación 2.3). Los resultados del 
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ajuste se pueden observar en la Tabla 2.6. Los resultados muestran las diferencias en la 
inactivación térmica para la lacasa de M. thermophila sin aminar, aminada e inmovilizada en 
los derivados glioxil pH 10 y glioxil acetilcisteína, los mismos estudiados en el apartado de la 
determinación del comportamiento cinético.  
Tabla 2.6. Constantes de inactivación térmica obtenidas del ajuste y energía de Gibbs para la lacasa libre sin aminar, 
aminada e inmovilizada en el derivado glioxil pH 10, tanto en ausencia como en presencia del líquido iónico 
[EMim][ESO4] en concentración de 25%.  
 Tª (°C) α k1 (h
-1
) R
2
 ΔG (kJ/mol) 
Lacasa libre no aminada 55°C 0,390 0,673 0,905 94,3 
 60°C 0,201 0,609 0,951 94,6 
 65°C 0,066 0,865 0,969 95,1 
 70°C 0,012 1,549 0,996 94,8 
Lacasa libre no aminada 55°C 0,221 0,540 0,973 93,4 
25% [EMim][EtSO4] 60°C 0,081 0,941 0,965 93,4 
 65°C 0,020 1,354 0,996 93,8 
 70°C 0,004 3,646 1,000 92,4 
Lacasa libre aminada 55°C 0,391 0,574 0,922 93,3 
 60°C 0,095 0,473 0,983 95,3 
 65°C 0,038 1,114 0,971 94,3 
 70°C 0,008 2,255 0,997 93,8 
Lacasa libre aminada 55°C 0,208 0,486 0,943 93,7 
25% [EMim][EtSO4] 60°C 0,084 0,801 0,974 93,8 
 65°C 0,022 1,603 0,992 93,3 
 70°C 0,007 3,276 0,998 92,7 
Derivado glioxil pH 10 55°C 0,227 0,720 0,968 92,7 
 60°C 0,131 0,899 0,984 93,5 
 65°C 0,061 1,130 0,990 94,3 
 70°C 0,013 2,444 0,997 93,5 
Derivado glioxil pH 10 55°C 0,309 0,656 0,958 92,9 
25% [EMim][EtSO4] 60°C 0,102 0,653 0,988 94,4 
 65°C 0,063 1,447 0,972 93,6 
 70°C 0,016 2,530 0,996 93,4 
Derivado glioxil-AC 55°C 0,000 0,258 0,935 95,5 
 60°C 0,073 0,852 0,976 93,6 
 65°C 0,044 1,022 0,989 94,6 
 70°C 0,014 2,360 0,993 93,6 
Derivado glioxil-AC 55°C 0,240 0,496 0,998 93,7 
25% [EMim][EtSO4] 60°C 0,078 0,557 0,997 94,8 
 65°C 0,043 1,293 0,989 93,9 
 70°C 0,015 1,883 0,990 94,3 
EFECTO DE LOS LÍQUIDOS IÓNICOS EN EL COMPORTAMIENTO ENZIMÁTICO DE LACASAS 
2-27 
 
Los valores de k1 aumentaron a medida que la temperatura fue más elevada para 
todos los casos, pero se detectaron diferencias para cada uno de los estados de la lacasa 
dependiendo de la presencia o ausencia del líquido iónico. Para las formas libres de la lacasa, 
aminada o no, la presencia de [EMim][ESO4] llevó consigo un aumento en la inactivación de la 
lacasa. Como ejemplo, en los datos presentes en la Tabla 2.6, se puede observar como la 
constante k1 resultó 2,4 y 1,5 veces mayor para la lacasa no aminada y aminada, 
respectivamente, cuando la temperatura fue de 70°C. 
El mismo efecto puede observarse en la Figura 2.7, donde además se puede apreciar 
un comportamiento diferente en el caso de la lacasa inmovilizada en ambos derivados bajo 
estudio cuando el líquido iónico está presente. Así, cuando la temperatura es de 70°C la 
actividad residual de la lacasa inmovilizada es igual para los casos en los que el líquido iónico 
está presente y ausente, pero a temperaturas inferiores esta estabilidad aumentó en presencia 
de [EMim][ESO4], mostrando menores valores de k1, en comparación con la inactivación sin 
líquido iónico. 
Este patrón coincide en ambos derivados de la lacasa inmovilizada, salvo en el caso de 
la inactivación del derivado de glioxil acetilcisteína a 55°C, que aún siendo el valor de k1 mayor 
cuando el líquido iónico está presente, la actividad residual latente es mucho mayor que en el 
resto de los casos. Cuando el líquido iónico está presente en el medio, la enzima inmovilizada 
presentó constantes de inactivación térmica mayores que la lacasa sin inmovilizar, tanto 
aminada como no. Por el contrario, estas lacasas libres muestran una mayor inactivación 
térmica que la lacasa inmovilizada en presencia de [EMim][ESO4] en algunos casos, 
especialmente cuando la temperatura es elevada (70°C). 
Los valores de ΔG también se representan en la Tabla 2.6. Estos datos no disminuyeron 
a medida que la temperatura se hizo más alta.  
Los resultados de estos mismos ensayos para la lacasa de Denilite base indicaron que, 
sin líquido iónico presente, la termoestabilidad de la enzima fue similar tanto en el caso de 
estar inmovilizada como libre, aunque se detectó una mayor desactivación cuando la lacasa se 
encontraba inmovilizada. Sin embargo, en presencia de un 25% de [EMim][ESO4], la 
inmovilización de la lacasa permitió mejorar su termoestabilidad, siendo los valores obtenidos 
para k menores y el tiempo de vida media superior que en el caso de la lacasa libre. El modelo 
clásico de inactivación de primer orden fue el que se ajustó a los datos obtenidos, y no se 
CAPÍTULO 2 
2-28 
 
detectó en ningún caso la presencia de actividad residual latente como sí sucedió para la 
lacasa de M. thermophila (Tavares et al., 2013). 
 
Figura 2.7. Termoestabilidad de la lacasa de M. thermophila en presencia o ausencia del líquido iónico 
[EMim][ESO4] a temperaturas de        55°C,        60°C,        65°C y        70°C. (a) lacasa libre, (b) lacasa aminada,          
(c) glioxil pH 10 y (d) glioxil acetilcisteína en ausencia de líquido iónico. (a1) lacasa libre, (b1) lacasa aminada,         
(c1) glioxil pH 10 y (d1) glioxil acetilcisteína con un 25% (v/v) de [EMim][ESO4]. 
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Según los datos obtenidos, se podría concluir que la inmovilización de la lacasa de M. 
thermophila podría mejorar la estabilidad térmica cuando el líquido iónico [EMim][ESO4] se 
encuentra presente en el medio y está expuesta a altas temperaturas. Un resultado similar 
pero más concluyente es el presentado por Eker et al. (2007), quienes demostraron que la 
inmovilización por adsorción de la proteinasa K en nanotubos de carbono le proporcionaba 
mayor actividad y mayor estabilidad térmica y operacional que la enzima nativa cuando estaba 
en presencia de líquidos iónicos, incluso detectándose una reducción en los límites de difusión. 
Además se han obtenido resultados positivos cuando se emplearon lipasas inmovilizadas. Se 
ha demostrado que mejoran su estabilidad térmica cuando se encuentran en presencia de los 
líquidos iónicos [BMim][PF6], [BMim][BF4] y [BMim][BTA], en comparación con el contacto con 
disolventes orgánicos comunes (Moniruzzaman et al., 2010). Zhao et al. (2009) demostraron 
que la lipasa B procedente de Candida antarctica presentó una mayor estabilidad térmica y 
operacional (alrededor de 2000 veces) en presencia del líquido iónico [CnM3N][NTf2] que si se 
encontraba en un medio con hexano.  
Los resultados mostrados en esta tesis no muestran esta mejora significativa con 
respecto a los solventes orgánicos habituales, pero si se ha establecido que el uso y la 
aplicación de la lacasa de M. thermophila en presencia de [EMim][ESO4] es posible.  
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2.4 CONCLUSIONES 
Los estudios de estabilidad mostraron que, dependiendo de la lacasa de la que se 
trate, de su estado, tanto libre como inmovilizado, y del líquido iónico con el que se encuentre 
en contacto, el comportamiento resulta muy diferente. En general, los líquidos iónicos 
[EMim][ESO4] y [EMim][MDEG·ESO4] resultaron más adecuados que el [BMim][Br], 
manteniendo ambas lacasas estudiadas más del 50% de actividad a concentraciones de líquido 
iónico que alcanzan el 50%. La inmovilización de las lacasas incrementa su estabilidad en 
presencia de los líquidos iónicos evaluados, siendo esta mejora más notable cuando la 
concentración de éstos fue del 75%. Este incremento en la estabilidad cuando las lacasas se 
encuentran inmovilizadas coincide con los resultados obtenidos para la lacasa de Denilite base 
(Tavares et al. 2013).  
El estudio de los parámetros cinéticos de la lacasa de M. thermophila en presencia del 
líquido iónico [EMim][EtSO4] demostró que un aumento en la concentración de éste provoca 
un incremento muy significativo en la velocidad de reacción de la lacasa libre, lo cual no 
sucede cuando la lacasa se encuentra aminada, ya sea libre o inmovilizada. La presencia del 
líquido iónico origina en todos los casos un aumento del valor de la constante Km, siendo 
todavía mayor cuando la lacasa se encuentra inmovilizada, aunque el efecto de su presencia 
no es tan notable como en el caso de la lacasa libre con respecto a este parámetro. La 
inmovilización en soporte de agarosa incrementa la barreras difusionales para el  sustrato en el 
soporte de agarosa, pero también para el líquido iónico, evitando que la enzima inmovilizada 
se vea tan afectada como la libre. Se concluye que para ambas lacasas estudiadas, M. 
thermophila y Denilite base, la inmovilización resultó beneficiosa siendo la enzima inmovilizada 
más termoestable que la libre en presencia del líquido iónico cuando las temperaturas fueron 
elevadas.   
Por tanto, los resultados obtenidos permiten concluir que la inmovilización de la lacasa 
de M. thermophila para su aplicación en presencia de líquidos iónicos parece un proceso 
beneficioso tanto para la mejora de su estabilidad a altas concentraciones de estos disolventes 
como a elevadas temperaturas. Por otro lado se observa que no existe un comportamiento 
generalizado y que para cada lacasa y líquido iónico se requieren estudios específicos, ya que 
no se puede prever su comportamiento con las bases establecidas hasta el momento.   
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3.1 INTRODUCCIÓN 
 HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS (HAPS) 3.1.1
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) o hidrocarburos aromáticos 
polinucleares son contaminantes ambientales de origen natural y antropogénico. Como 
consecuencia de su procedencia natural han estado presentes siempre en el medioambiente, 
pero a causa de la industrialización y sobre todo al uso y a la combustión de productos 
derivados del petróleo, la contaminación debida a estos compuestos ha aumentado 
considerablemente y en consecuencia el riesgo para los seres vivos. Su principal efecto en el 
medio ambiente radica en que presentan características perjudiciales como toxicidad, 
mutagenicidad y carcinogenicidad (Haritash y Kaushik, 2009).  
Los HAPs se agrupan en más de 100 compuestos químicos orgánicos distintos cuya 
característica común es que se componen de anillos aromáticos unidos entre sí. Fueron las 
primeras moléculas orgánicas que se relacionaron con enfermedades cancerígenas, siendo 
más tóxicos aquellos que tienen alto peso molecular, es decir más de 3 anillos aromáticos en 
su estructura (Fernández-Luqueño et al., 2011). De todos los HAPs existentes, la EPA (Agencia 
de Protección del Medio Ambiente de los Estados Unidos) declaró como contaminantes 
prioritarios a 16 de ellos (Figura 3.1) por encontrarse frecuentemente en mayor concentración 
en el medio ambiente y porque se consideran los más dañinos (US EPA, 1984). La Unión 
Europea (EU CR, 2005) propone una lista de este tipo que contiene 32 HAPs, entre los que 
incluye parte de los que se recogen en la lista de la EPA, además de otros. Recientemente la 
EPA (US EPA, 2008) ha ampliado su lista hasta 28 HAPs. Estos compuestos se encuentran 
habitualmente a concentraciones elevadas en zonas sometidas a mayor presión 
antropogénica, por lo que son excelentes marcadores de contaminación.  
Los HAPs se generan en procesos de combustión incompleta o procesos pirolíticos a 
elevadas temperaturas. La combustión completa de hidrocarburos en presencia de oxígeno da 
como resultado la completa oxidación del carbono e hidrógeno presente a dióxido de carbono, 
pero esta reacción puede no ser tan simple cuando tiene lugar en el medio ambiente. A 
temperaturas superiores a 500°C, los enlaces C-C y C-H se rompen generando radicales libres, 
que pueden reaccionar con el oxígeno y generar dióxido de carbono y vapor de agua. Cuando 
la presencia de oxígeno es limitada, parte de estos radicales puede reaccionar entre sí 
formando nuevas moléculas o radicales mayores hasta generar estructuras complejas como los 
CAPÍTULO 3 
3-2 
 
HAPs. El tipo y la cantidad de HAPs formados dependerán de las condiciones y el tipo de 
materia orgánica presente en ese momento.  
 
Figura 3.1. Estructuras de los 16 HAPs prioritarios para la EPA. 
Los HAPs también se pueden originar en la formación geológica de combustibles como 
el petróleo, aunque estas reacciones requieren una temperatura más baja (inferiores a 200°C) 
y se ven favorecidas por las altas presiones. Existe una tercera vía de formación de HAPs muy 
minoritaria, que es la síntesis por microorganismos (Harvey, 1997).  
En base a estos mecanismos de formación de los HAPs, ha de tenerse en cuenta que su 
procedencia e incidencia en el medio ambiente es muy variada (Figura 3.2).  
criseno benzo[b]fluoranteno benzo[k]fluoranteno
benzo[g,h,i]perileno benzo[a]pireno dibenzo[a,h]antraceno Indeno[1,2,3-cd]pireno
naftaleno acenaftileno acenafteno fluoreno
fenantreno antraceno fluoranteno pireno
benzo[a]antraceno
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Figura 3.2. Principales fuentes de HAPs en el medio ambiente, tanto naturales como antropogénicas.  
La presencia de HAPs en la atmósfera se debe principalmente a la acción 
antropogénica (Ravindra et al., 2008). Las emisiones domésticas como la combustión de 
carbón, gasóleo, gas, basura o cualquier otra sustancia orgánica presentan una contribución 
destacable en las emisiones de este tipo de compuestos. Además de emisiones domésticas 
existen emisiones móviles de HAPs a la atmósfera. Estas incluyen todas las producidas por 
aviones, barcos, trenes y coches. La importancia de este tipo de emisiones reside en las áreas 
urbanas. Además de estar relacionadas con el combustible, también pueden deberse al 
desgaste de las ruedas o el asfalto. En cuanto a las emisiones industriales se incluyen las 
procedentes de la producción de aluminio, hierro y acero, creosota, incineración de la basura, 
producción de cemento y de la industria petroquímica (Working group on PAHs, 2001). La 
quema de biomasa es un método habitual tanto para la eliminación de residuos forestales y 
cosechas como para la preparación de la tierra para el cultivo. Estos procesos emiten grandes 
cantidades de HAPs a la atmósfera. Dentro de este tipo de emisiones se incluyen los incendios 
forestales, que tanto provocados o no por el hombre, pueden ser la principal fuente en zonas 
poco urbanizadas e/o industrializadas (Yunker et al., 2002).  
La presencia de HAPs en aguas se debe fundamentalmente a la descarga de aguas 
residuales, de efluentes industriales y de aguas de escorrentía rurales y urbanas. La propia 
atmósfera puede ser una fuente de HAPs para las aguas, ya que las partículas y vapores donde 
se encuentran los hidrocarburos son arrastrados con las lluvias. Los mares y océanos reciben 
ORIGEN NATURAL
ORIGEN ANTROPOGÉNICO
http://flic.kr/p/4WQQgp
http://flic.kr/p/6mFPpK
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estos compuestos tóxicos principalmente de vertidos durante la producción, trasvase y  
transporte en barcos de productos de refinado del petróleo. Las industrias productoras de 
sustancias químicas como disolventes, pesticidas o plásticos utilizan HAPs de bajo peso 
molecular, que suelen estar presentes en sus efluentes. Los HAPs presentes en aguas 
superficiales no se encuentran disueltos debido a su baja solubilidad y a su naturaleza 
hidrofóbica. Es común que se encuentren asociados a partículas en suspensión que se acaban 
depositando en los sedimentos (Manoli y Samara, 1999).  
El suelo se considera un almacén casi permanente de HAPs y se utiliza como un 
indicador del nivel de contaminación medioambiental (Srogi, 2007). La fuente natural de HAPs 
en el suelo son los incendios forestales y las erupciones volcánicas. Actualmente, la presencia 
de HAPs en el suelo supera 10 veces la concentración existente antes de la industrialización, 
poniendo de manifiesto la enorme contribución del ser humano a su acumulación en los 
suelos. Una gran parte de los HAPs presentes en el suelo se deben a la deposición atmosférica 
y a la actividad industrial. El análisis de distintos suelos industriales ha demostrado la presencia 
de los 16 HAPs prioritarios para la EPA en concentraciones elevadas (Leonardi et al., 2007; 
Nadal et al., 2007).  
Las propiedades fisicoquímicas de los HAPs son las que establecen el transporte y 
distribución de estos compuestos entre los diferentes componentes del medio ambiente: aire, 
agua y suelo. Son compuestos sólidos a temperatura ambiente, incoloros o de color blanco o 
amarillo-verdoso. Su estructura de anillos aromáticos conjugados les proporciona una gran 
estabilidad química en condiciones normales, por lo que se consideran compuestos 
persistentes o recalcitrantes. En general tienen muy baja polaridad y por tanto son poco 
solubles en agua y además presentan una volatilidad reducida. La presión de vapor de los HAPs 
y la baja solubilidad en agua son dos características determinantes para su comportamiento y 
distribución en el medio ambiente (Tabla 3.1) (Alcántara, 2011).  
Debido a la amplia distribución de los HAPs en el medio ambiente y a su naturaleza 
cancerígena y mutagénica, los límites máximos para cada uno de los distintos compuestos se 
recogen en la legislación tanto a nivel estatal como internacional. A medida que la ciencia ha 
permitido un mayor conocimiento sobre estos compuestos, los límites han variado, y existen 
distintas leyes y decretos, tanto europeos como españoles, que tiene en cuenta el medio 
donde se encuentran, dependiendo de si es aire, agua o suelo. Como ejemplo, se establece 
que el límite máximo de hidrocarburos totales de petróleo en suelo es de 50mg/Kg en España, 
según el Real Decreto 9/2005 del 14 de enero. Los siguientes textos legales establecen los 
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límites en atmósfera y aguas: la adaptación de la Directiva 96/62/CE a la legislación española 
por el Real Decreto 812/2007 del 22 de junio se ha realizado fijando los niveles máximos de 
benzo[a]pireno en 1ng/m3 en atmósfera; las Directivas 2000/60/CE y Directiva 2008/105/CE 
establecen los límites para aguas superficiales continentales, costeras, subterráneas y de ríos y 
lagos; en el caso de las aguas para consumo humano, la Directiva europea 98/83/CE y el Real 
Decreto 140/2003 fijan como valores máximos de benzo[a]pireno en 0,010µg/L y 0,10µg/L 
para la suma de benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, benzo[g,h,i]perileno e 
indeno[1,2,3-c,d]pireno.   
Tabla 3.1. Propiedades fisicoquímicas de los 16 HAPs prioritarios para la EPA (Gómez, 2011).  
COMPUESTO PESO MOLECULAR (g/mol) SOLUBILIDAD (µg/l) PRESIÓN DE VAPOR (mm Hg) 
Naftaleno 128,2 31 7,8·10
-2
 
Acenaftileno 152,2 3,93 2,9·10
-2
 
Acenafteno 154,2 1,93 4,5·10
-3
 
Fluoreno 166,2 1,68-1,98 5,0·10
-6
 
Fenantreno 178,2 1,20 6,8·10
-4
 
Antraceno 178,2 0,0076 1,7·10
-5
 
Fluoranteno 202,3 0,20-0,26 5,0·10
-6
 
Pireno 202,3 0,077 2,5·10
-6
 
Benzo[a]antraceno 228,3 0,010 2,2·10
-8
 
Criseno 228,3 0,0028 6,3·10
-7
 
Benzo[b]fluoranteno 252,3 0,0012 5,0·10
-7
 
Benzo[k]fluoranteno 252,3 0,0008 3,9·10
-10
 
Benzo[a]pireno 252,3 0,0023 5,6·10
-9
 
Dibenzo[a,h]antraceno 278,4 0,0005 1,0·10
-10
 
Benzo[g,h,i]perileno 276,3 0,00026 1,3·10
-10
 
Indeno[1,2,3-cd]pireno 276,3 0,062 10
-11
 – 10
-6
 
Una solución para reducir la presencia de HAPs en el medio es la aplicación de medidas 
correctoras, de tal manera que se traten los diversos efluentes procedentes de las industrias 
así como los suelos o aguas ya contaminados mediante distintos métodos de remediación.  
 MÉTODOS DE REMEDIACIÓN DE LOS HAPS 3.1.2
La remediación ambiental consiste en la eliminación de contaminantes presentes en el 
medio, tanto en agua, suelo o aire, para la protección de la salud humana y del ecosistema. Los 
métodos de remediación de los HAPs se clasifican en físico-químicos, térmicos y biológicos. 
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Los métodos físico-químicos se basan en procesos de adsorción/desorción de los HAPs 
mediante el empleo de sustancias que los favorecen estos procesos o bien el uso de distintos 
tipos de oxidantes para su eliminación. Dependiendo del método empleado el tratamiento 
puede ser adecuado para tratar suelos o efluentes. En los métodos térmicos, el calor se 
emplea para destruir o volatilizar los HAPs. Los métodos biológicos se basan en la utilización de 
organismos vivos que pueden degradar estos compuestos, pudiendo ser tanto plantas como 
hongos o bacterias. En la Tabla 3.2 se enumeran los distintos métodos que se pueden emplear 
para realizar estos tipos de remediación. 
Tabla 3.2. Métodos de remediación de HAPs.  
MÉTODOS DE REMEDIACIÓN 
Tipo de proceso Procesos 
Físico-químico 
Adsorción 
Lavado/extracción 
Flushing 
Floculación 
Sonicación 
Filtración 
Ozonización 
Procesos de oxidación avanzada 
Fotodegradación 
Electroquímico 
Electrocinético 
Térmico Incineración Desorción térmica 
Biológico 
Fitoremediación 
Biorremediación 
Compostaje 
Actualmente la presencia de HAPs en el medio ambiente ha despertado un gran 
interés y preocupación, por lo que se han desarrollado diversas tecnologías de tratamiento 
eficientes y medioambientalmente sostenibles. De los métodos mencionados anteriormente, 
la biorremediación es la alternativa más atractiva debido a su bajo coste y reducido impacto 
ambiental. Estos métodos biológicos se pueden emplear tanto para la el tratamiento de suelos 
como de efluentes (Tabla 3.3). 
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Tabla 3.3. Métodos biólogicos  de remediación aplicados a efluentes y suelos contaminados (Moscoso, 2012).  
AGENTES APLICACIÓN REFERENCIAS 
Plantas Suelos/Efluentes 
Lee et al. (2008); Sheng-wang et al. (2008); Huesemann et al. (2009); Xu 
et al. (2009); Cheema et al. (2010); Lu et al. (2010); Wei y Pan (2010) 
Hongos Suelos/Efluentes 
Gómez et al. (2006); Domínguez et al. (2007); Bishnoi et al. (2008); 
Cajthaml et al. (2008); Chupungars et al. (2009); Silva et al. (2009); Wang 
et al. (2009); Chen et al. (2010); Covino et al. (2010); Wu et al. (2010) 
Bacterias Suelos/Efluentes 
Baboshin et al. (2008); Guo et al. (2008); Fernando Bautista et al. (2009); 
Kobayashi et al. (2009); Li et al. (2010a); Shao et al. (2010); Tiwari et al. 
(2010); Madueño et al. (2011) 
Algas Efluentes Lei et al. (2007); Hong et al. (2008) 
 BIORREMEDIACIÓN DE HAPS MEDIANTE LACASAS 3.1.3
Numerosos hongos, entre los que se incluyen los hongos ligninolíticos, son conocidos 
por su capacidad de eliminar una gran diversidad de contaminantes. Esta propiedad en 
relación a los HAPs ha sido objeto de estudio durante los últimos años (Cerniglia, 1997; 
Clemente et al., 2001; Gómez et al., 2006; Wu et al., 2008). La posibilidad de degradar HAPs 
utilizando hongos ligninolíticos se debe a la baja especificidad de sustratos que poseen las 
enzimas implicadas en el proceso de ligninolisis, que además son secretadas 
extracelularmente, lo cual permite que sean capaces de difundir al medio y potencialmente 
oxidar HAPs con escasa biodisponibilidad. Estas enzimas son las ya mencionadas en Capítulos 
anteriores: peroxidasas y fenoloxidasas (Haritash y Kaushik, 2009). Mediante estas enzimas, los 
hongos ligninolíticos tienen la capacidad de generar radicales, que son los verdaderos agentes 
que oxidan el anillo aromático de los HAPs. Esta acción genera las correspondientes quinonas 
para cada HAP y posteriormente ácidos hasta llegar a CO2. Para la completa mineralización de 
estos compuestos contaminantes no sólo intervienen las enzimas ligninolíticas, si no que están 
también implicadas las citocromo monooxigenasas P450 y algunas epóxido hidrolasas (Figura 
3.3) (Cerniglia, 1997; Bamforth y Singleton, 2005). Dentro de los cientos de hongos de 
podredumbre blanca que existen con actividad ligninolítica, Phanerochaete chrysosporium, 
Bjerkandera adusta y Pleurotus ostreatus han sido ampliamente estudiados. Compuestos 
intermediarios como quinonas, hidroxil-HAPs y dihidroxil-HAPs se han logrado aislar e 
identificar en ensayos de biodegradación (Haritash y Kaushik, 2009).  
CAPÍTULO 3 
3-8 
 
 
Figura 3.3. Rutas metabólicas de hongos para la biodegradación de HAPs (Cerniglia, 1997). 
Se ha demostrado que las quinonas son menos tóxicas que sus respectivos HAPs, al 
contrario que los dihidroxil-HAPs generados por la citocromo monooxigenasa P450. Por ello, la 
oxidación enzimática de HAPs mediante oxidoreductasas como la lacasa se considera una 
estrategia adecuada para los procesos de biorremediación (Torres et al., 2003; Cañas et al., 
2007). El metabolismo llevado a cabo por las peroxidasas puede afectarse rápidamente por la 
aparición de peróxido de hidrógeno, por lo que la utilización de lacasas parece más adecuada. 
Además el espectro de oxidación de estas enzimas puede ser ampliado gracias al empleo de 
compuestos mediadores (Torres et al., 2003). Los mediadores de carácter sintético más 
utilizados son el ABTS y el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) (Majcherczyk et al., 1998), pero en los 
últimos años se ha hecho patente el interés por la búsqueda de mediadores naturales que 
pudiesen tener el mismo efecto en la biorremediación de HAPs. Alguno de ellos son vainillina, 
acetosiringona, ácido cumárico, siringaldehído, ácido 4-hidroxibenzoico o alcohol 4-
hidroxibencílico (Johannes y Majcherczyk, 2000; Cañas et al., 2007).  
Una revisión de los últimos trabajos relacionados con la eliminación de HAPs mediante 
lacasas procedentes de hongos se presenta en la Tabla 3.4. 
Los sistemas lacasa-mediador presentan una importancia notable en la oxidación de 
estos compuestos contaminantes. Cuando un HAP es oxidado por la lacasa, el mediador redox 
forma radicales catiónicos que a su vez co-oxidan el hidrocarburo. Este efecto de los 
mediadores depende siempre del sistema bajo estudio. El hecho de que un mediador sea más 
efectivo que otro no implica que esto ocurra para todas las lacasas, por lo tanto la oxidación de 
HAPs depende tanto de la lacasa empleada como del mediador que esté implicado en la 
H
H
HAP-quinonas
Hidrocarburo 
aromático 
policíclico
Areno epóxido
Fenol
trans-Dihidrodiol
O-metil
O-glucósido
O-glucurónido
O-sulfato
O-xilósido
Productos de fisión del 
anillo aromático
CO2
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reacción (Cho et al., 2002). En la mayoría de los casos la adición de mediadores como HBT, 
ABTS o VA a la reacción incrementa el poder de remediación de las lacasas, aunque en casos 
concretos estos mediadores sintéticos pueden interferir de forma que exista una competencia 
entre el mediador y el HAP y que por lo tanto el porcentaje de oxidación alcanzado sea menor 
(Pozdnyakova et al., 2006a).  
Tabla 3.4. Degradación de HAPs mediante lacasas procedentes de diferentes hongos y empleando distintos tipos de 
mediadores.  
LACASA HAP MEDIADOR REFERENCIA 
Trametes 
versicolor 
Naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, 
fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno, 
benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, 
criseno, benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno y 
perileno 
ABTS y HBT 
Majcherczyk et 
al. (1998) 
Myceliophthora 
thermophila y 
Trametes 
versicolor 
Naftaleno, antraceno, fenantreno, acenafteno, 
acenaftileno, fluoreno, fluoranteno, 
benzo[b]antraceno, pireno, 
benzo[k]fluoranteno, perileno y 
benzo[a]pireno 
ABTS, HBT y 
VA 
Alcalde et al. 
(2002) 
Coriolus hirsutus 
Antraceno, benzo[a]pireno, fluoranteno, 
fenantreno y pireno 
ABTS y HBT 
Cho et al. 
(2002) 
Pleurotus 
ostreatus D1 
(blue laccase) 
Antraceno, fenantreno, fluoreno, pireno, 
fluoranteno y perileno. 
ABTS y HBT 
Pozdnyakova 
et al. (2006b) 
Pleurotus 
ostreatus D1 
(yellow laccase) 
Antraceno, pireno, fluoreno, fluoranteno, 
fenantreno  y perileno 
ABTS y HBT 
Pozdnyakova 
et al. (2006a) 
Coriolopsis rigida 
Antraceno, benzo[a]pireno, p-benzoquinona y 
fenantreno 
 
Gómez et al. 
(2006) 
Trametes sp. 
(DAIWA Y120) 
Naftaleno, fenantreno, antraceno, 
acenaftileno, fluoreno, fluoranteno, pireno, 
benzo[a]antraceno, criseno, 
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, 
benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, 
benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno  
ABTS 
Wu et al. 
(2008) 
Trametes 
versicolor 
(isoenzimas) 
Naftaleno, fluoreno, antraceno, fenantreno, 
acenafteno, acenaftileno 
ABTS 
Koschorreck et 
al. (2008) 
Pycnoporus 
sanguineus 
Fenantreno, antraceno y pireno  
Munusamy et 
al. (2008) 
Rigidoporus 
lignosus 
Antraceno, 2-metilantraceno y 9-
nitroantraceno 
ABTS, HBT y 
VA 
Cambria et al. 
(2008) 
Agaricus 
bisporus, 
Pleurotus eryngii, 
Pleurotus 
ostreatus y 
Cropinus creatus 
Naftaleno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno, 
antraceno, fluoranteno, pireno, 
benzo[a]antraceno, criseno, 
benzo[b]fluoranteno, benzo[k]fluoranteno, 
benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno, 
benzo[g,h,i]perileno e indeno[1,2,3-cd]pireno 
ABTS 
Li et al. 
(2010b) 
Otro factor importante a considerar es que se puede asumir que la actividad catalítica 
de las lacasas depende de la estructura química de los HAPs, ya que los que contienen un anillo 
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aromático en el centro de la estructura y que están rodeados de otros anillos de forma 
simétrica (antraceno, fenantreno, perileno) resultan más fáciles de oxidar. En el momento en 
que existe un anillo aromático adicional, la capacidad de oxidación de estos compuestos se 
reduce considerablemente, incluso más cuando en la parte central de la estructura se 
encuentra un anillo cíclico no aromático, como sucede en el caso del fluoreno (Pozdnyakova et 
al., 2006b).  
Varios factores más podrían estar relacionados con la capacidad de los sistemas lacasa-
mediador para eliminar HAPs, aunque en muchas ocasiones lo esperado no se corresponde 
con los resultados. Sería lógico esperar que para los HAPs más recalcitrantes y con menor 
solubilidad, su remediación resultase más complicada (Pozdnyakova et al., 2006a; Munusamy 
et al., 2008). De la misma forma, los HAPs que presentan un potencial de ionización (PI) mayor 
cabría esperar que se oxidasen en menor medida. Sin embargo, estas correlaciones no se han 
detectado en muchos casos de degradación de HAPs donde interviene el sistema lacasa-
mediador. Los HAPs pueden clasificarse en dos grupos: alternantes, que están formados por 
anillos del mismo tipo y tamaño y su eliminación por parte del sistema lacasa-mediador puede 
ser deducida en función de su PI (Gómez et al., 2006; Valentín et al., 2006), y no alternantes, 
formados por anillos de distinto tipo y tamaño, por lo que su densidad electrónica no es 
uniforme y en este caso su valor de PI no determina la capacidad de remediación que pueda 
tener el sistema lacasa-mediador (Majcherczyk et al., 1998; Cho et al., 2002; Pozdnyakova et 
al., 2006a; Pozdnyakova et al., 2006b).  
La capacidad de las lacasas para eliminar HAPs podría verse mejorada si la enzima se 
encuentra inmovilizada, ya que la estabilidad operacional o la durabilidad de la enzima 
inmovilizada pueden aumentar la eficiencia de los procesos de biorremediación de efluentes 
contaminados (Dodor et al., 2004; Hu et al., 2009).  
El objetivo del presente Capítulo es evaluar el potencial de la lacasa de M. 
thermophila, inmovilizada, para oxidar diferentes HAPs en presencia de HBT. Este estudio 
podría dar lugar a la obtención de un biocatalizador más estable y con la posibilidad de ser 
reutilizado.  
  
BIODEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 
3-11 
 
3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 HAPS 3.2.1
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos seleccionados para los ensayos de 
biorremediación mediante lacasa se encuentran dentro del grupo de la lista de 16 HAPs 
prioritarios de la EPA. Son fenantreno, pireno, fluoranteno, benzo[a]pireno y 
benzo[a]antraceno (Figura 3.2). Los HAPs comerciales presentan una pureza entre 96 y 99%, 
siendo adecuados para el análisis mediante HPLC (Sigma-Aldrich). 
 
Figura 3.2. HAPs utilizados en los ensayos de biodegradación mediante lacasa. 
 LACASA  3.2.2
La lacasa utilizada para los ensayos de biodegradación fue la procedente del hongo M. 
thermophila. Se empleó tanto libre como inmovilizada en soporte de agarosa tal y como se 
describe en el apartado 1.2.4.2 de esta tesis. Los derivados empleados fueron lacasa-glioxil pH 
10 y lacasa glioxil acetilcisteína. 
 ENSAYOS DE BIODEGRADACIÓN 3.2.3
Los ensayos se llevaron a cabo en tubos de vidrio con un volumen total de reacción de 
5ml. El medio de reacción contiene un 1% de Tween 20, 1% de acetona y los distintos HAPs 
empleados en concentración 200µM en tampón fosfato pH 7 (50mM).  
En el caso de los ensayos de biodegradación con la lacasa libre se evaluó el efecto de la 
actividad enzimática en la reacción, de forma que los niveles de actividad evaluados fueron de 
Fenantreno C14H10
Benzo[a]pireno C20H12
Fluoranteno C16H10
Pireno C16H10 Benzo[a]antraceno C18H12
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2, 5 o 10U/ml para los ensayos de cada compuesto. Además se establecieron dos controles, 
uno sin lacasa y otro con lacasa inactiva tras mantenerse 1 hora a 100°C. Con la enzima libre se 
realizaron ensayos en presencia o ausencia del mediador HBT en concentración 1mM. 
En el caso de la lacasa inmovilizada las condiciones de reacción fueron las mismas, 
salvo que en este caso la cantidad de enzima fue 2, 10 o 20U/ml. Los controles utilizados 
fueron uno sin lacasa y otro con agarosa funcionalizada pero sin lacasa inmovilizada. La 
biodegradación mediante lacasa inmovilizada se llevó a cabo siempre en presencia de HBT 
(1mM).  
Las reacciones se mantuvieron a 55°C en agitación y oscuridad, durante 24 y 168 horas 
en el caso de la lacasa libre e  inmovilizada, respectivamente. La evolución de la reacción se 
realizó mediante la toma de muestras a distintos intervalos de tiempo. 
La preparación de las muestras en el caso de la lacasa libre se llevó a cabo según lo 
establecido por Dodor et al. (2004): 1ml de muestra se centrifugó a 13000g durante 10 
minutos, el sobrenadante fue mezclado con 1ml de acetonitrilo y se mantuvo en agitación 
durante 1 hora en condiciones de oscuridad. Transcurrido este tiempo, la muestra fue 
centrifugada a 5000g durante 10 minutos y el sobrenadante se filtró para su análisis mediante 
HPLC. En el caso de la lacasa inmovilizada, simplemente con una primera centrifugación fue 
suficiente para separar el medio de la lacasa inmovilizada, aunque la muestra fue diluida 
también al 50% con acetonitrilo y filtrada para su análisis por HPLC. Los filtros utilizados fueron 
filtros de jeringa de Teflón de 0,45µm.  
 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE HAPS 3.2.4
La concentración de estos contaminantes en todas las muestras líquidas se determinó 
mediante cromatografía en fase líquida de alta presión, HPLC (High Pressure Liquid 
Chromatography), para lo que se empleó un equipo HPLC Agilent 1100 con detector Diodo-
Array en un rango de 200 a 400nm. El sistema está equipado con una bomba cuaternaria de 
gradiente de cuatro canales por mezcla a baja presión, en conjunto con un desgasificador de 
vacío para los disolventes y sistema de inyección automática con muestreador automático y 
bandeja de 100 posiciones (Figura 3.3). El control se realizó mediante el software ChemStation. 
La columna empleada fue de fase reversa ZORBAX Eclipse XDB-C8 (150 x 4,6mm d.i., 5µm) 
(Figura 3.4) y el análisis se realizó a temperatura de 20°C. 
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Figura 3.3. (a) Equipo HPLC-DAD Agilent 1100. (b) Columna de fase reversa ZORBAX Eclipse XDB-C8. 
El volumen de inyección de muestra se fijó en 5µl para todos los HAPs. La mezcla 
isocrática o fase móvil (acetonitrilo:agua) se hizo pasar por la columna con un flujo de 1 
ml/min. Las proporciones de mezcla de agua:acetonitrilo y el tiempo de flujo fueron diferentes 
en función del HAP empleado. Previamente se realizaron rectas de calibrado para los 
diferentes contaminantes.  
En la Figura 3.4 se representan los espectros característicos de cada uno de los picos 
correspondientes a cada contaminante y el tiempo y mezcla isocrática necesaria para su 
análisis. 
 
Figura 3.4. Espectros UV/visible de los distintos HAPs. Se muestran la mezcla isocrática agua:acetonitrilo y el tiempo 
de flujo en columna que necesita cada uno de ellos. (a) fenantreno, (b) fluoranteno, (c) pireno,                                      
(d) benzo[a]antraceno y (e) benzo[a]pireno. 
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La identificación de los HAPs se realizó por tiempos de retención y por comparación 
con los espectros UV/visible de los patrones de cada uno de ellos. La cuantificación de cada 
HAP se realizó a 252nm mediante la comparación del área de pico obtenida con la establecida 
en las rectas de calibrado.  
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Como se ha comentado en el apartado de introducción, a lo largo de las últimas dos 
décadas la utilización de hongos ligninolíticos para la biodegradación de HAPs ha sido objeto 
de numerosos estudios, tanto para la remediación de suelos como de efluentes contaminados. 
Sin embargo, la utilización de estos organismos puede resultar muy lenta y presentar algunas 
limitaciones indeseables (Dodor et al., 2004). Por ello, una de las estrategias más estudiadas 
recientemente es el uso de tratamientos enzimáticos. A continuación se presentan los 
resultados obtenidos en la biorremediación de seis HAPs incluidos en la lista de contaminantes 
prioritarios de la EPA, llevada a cabo por la lacasa de M. thermophila tanto en su estado libre 
como inmovilizado y comprobando la posibilidad de reutilización del derivado inmovilizado.  
 BIORREMEDIACIÓN DE HAPS CON LACASA LIBRE 3.3.1
La capacidad de la lacasa de M. thermophila para eliminar fenantreno, fluoranteno, 
pireno, benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno se muestra en la Figura 3.5. Todos los 
experimentos fueron realizados en presencia de un 1% de Tween 20 y 1% de acetona. Ambos 
compuestos favorecen la solubilidad de los distintos HAPs y hacen que sean más accesibles a la 
oxidación por la acción de la lacasa. En todos los casos se establecieron controles donde el 
contaminante se encontraba en las mismas condiciones pero sin lacasa incluida así como 
controles donde la lacasa fue desnaturalizada mediante inactivación térmica.  
Los resultados muestran que la oxidación de los distintos HAPs al cabo de 24 horas y 
con una carga enzimática de 10U/ml fue casi inapreciable para el fenantreno, fluoranteno y 
pireno, aunque ligeramente aumentada cuando el mediador HBT estaba presente, alcanzando 
en el mejor de los casos un 10% de eliminación.  
Tal y como se muestra en la Figura 3.5, el efecto de la adición de HBT se detectó en 
mayor medida para los ensayos de remediación de benzo[a]antraceno. En ausencia del 
mediador se alcanzó un valor del 25% de eliminación, que se incrementó al 39%, tras 24 horas 
de tratamiento cuando el mediador HBT estaba implicado en la reacción. Sin embargo, la 
remediación alcanzada para el benzo[a]pireno fue similar y no se detectó un efecto positivo 
debido a la presencia del mediador, manteniéndose en torno al 17% de eliminación. 
   
CAPÍTULO 3 
3-16 
 
 
Figura 3.5. Biorremediación de diferentes HAPs por la lacasa libre de M. thermophila tras 24 horas de ensayo con 
una cantidad de enzima de 10U/ml. • sin HBT y • con HBT. Se representa el porcentaje de HAPs residual tras el 
ensayo. 
Estos resultados fueron muy similares a los obtenidos por Alcalde et al. (2002), quienes 
realizaron estudios de biorremediación mediante la lacasa de M. thermophila y pudieron 
establecer que el mediador con un mayor efecto en los niveles de oxidación de los 
contaminantes fue el HBT frente al ABTS y el VA. Desde un punto de vista comparativo, el 
trabajo de Alcalde et al. (2002) presenta porcentajes de eliminación inferiores para el 
benzo[a]antraceno,  alcanzando tan sólo un 20% de degradación en presencia de HBT. Para el 
benzo[a]pireno los niveles fueron prácticamente iguales a los presentados en esta tesis. Ha de 
tenerse en cuenta que las condiciones utilizadas por Alcalde et al. (2002) fueron ligeramente 
diferentes (pH 5) , y que a pesar de que el nivel de actividad establecido fue 2,5 veces mayor y 
la concentración de HAPs ensayada fue 100µM, la mitad que en los ensayos realizados durante 
esta tesis, aquí el porcentaje de degradación fue superado. Esto indicaría que las condiciones 
utilizadas en los ensayos realizados en este trabajo son más adecuadas para la degradación de 
HAPs mediante la lacasa M. thermophila, probablemente debido a que a pH 7 esta lacasa es 
mucho más estable, como indicaron los ensayos de estabilidad realizados en el Capítulo 1 de 
esta tesis.  
Para determinar cuál es el tiempo óptimo de ensayo y la cantidad de enzima mínima 
necesaria para alcanzar niveles de eliminación aceptables, se realizaron ensayos de 
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biorremediación de benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno haciendo un seguimiento durante las 
primeras 24 horas y con actividad lacasa de 2, 5 y 10U/ml. Los resultados obtenidos para la 
eliminación de benzo[a]antraceno en presencia de HBT se muestran en la Figura 3.6.   
 
Figura 3.6. Biorremediación de benzo[a]antraceno a lo largo del tiempo mediante la acción de la lacasa de              
M. thermophila libre en presencia del mediador HBT. • control sin lacasa, • control con lacasa inactivada, • 2U/ml,         
• 5U/ml y • 10U/ml. Se representa el porcentaje de benzo[a]antraceno residual tras el ensayo. 
Como se puede observar, la oxidación  por parte de la lacasa sólo permitió reducir un 
6% la concentración inicial al cabo de 6 horas. Transcurridas 24 horas de ensayo el porcentaje 
de degradación alcanzó un 39%. Además, transcurrido este período de tiempo, se pudo 
apreciar una correlación entre actividad enzimática y nivel de eliminación de 
benzo[a]antraceno. La existencia de esta clara relación, unida a la estabilidad de los niveles de 
benzo[a]antraceno en los experimentos control, indica que la presencia de lacasa es el factor 
fundamental en la reacción de degradación.  Los cromatogramas resultantes del análisis 
mediante HPLC se pueden observar en la Figura 3.7. 
Los niveles de biorremediación alcanzados para el benzo[a]pireno, sin embargo, no 
resultaron tan elevados (Figura 3.8). El sistema lacasa-mediador permitió alcanzar 
aproximadamente un 10% de eliminación de este compuesto en todos los casos. En estos 
experimentos no se pudo apreciar una relación clara entre actividad lacasa y nivel de 
degradación, probablemente debido a los reducidos niveles de eliminación de benzo[a]pireno 
obtenidos.  
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Figura 3.7. Cromatograma de HPLC para muestras que contienen benzo[a]antraceno. Se observa el nivel de 
eliminación entre el        tiempo inicial y transcurridas         24 horas por acción de la lacasa de M. thermophila libre 
(10U/ml) en presencia del mediador HBT.  
 
Figura 3.8. Biorremediación de benzo[a]pireno a lo largo del tiempo mediante la acción de la lacasa de                      
M. thermophila libre en presencia del mediador HBT. • control sin lacasa, • control con lacasa inactivada, • 2U/ml,        
• 5U/ml y • 10U/ml. Se representa el porcentaje de benzo[a]pireno residual tras el ensayo. 
Los potenciales de ionización para el benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno son 7,12 eV 
y 7,44 eV respectivamente. Estos potenciales son más bajos que para el resto de HAPs 
ensayados. Según los resultados obtenidos, se podría afirmar que los HAPs con un menor 
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (minutos)
A
b
so
rb
an
ci
a 
(m
A
U
)
0
10
20
30
40
200 250 300 350 400
Longitud de onda (nm)
A
b
so
rb
an
ci
a 
(m
A
U
)
Benzo[a]antraceno
0
20
40
60
80
100
0 3 6 24
%
 B
en
zo
[a
]p
ir
en
o
Tiempo (horas)
BIODEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS POLICÍCLICOS 
3-19 
 
potencial de ionización son más fáciles de degradar para esta lacasa, al igual que los resultados 
obtenidos por Gómez et al. (2006). De esta forma se podría decir que la lacasa de M. 
thermophila tiene la capacidad de degradar HAPs con un potencial de ionización menor de 7,5 
eV y que por su estructura se clasifican como alternantes ya que poseen anillos del mismo tipo 
y tamaño (Valentín et al., 2006).  
Además del potencial de ionización de los HAPs, su degradabilidad depende de su peso 
molecular y solubilidad. El benzo[a]antraceno tiene un peso molecular menor que el 
benzo[a]pireno y su solubilidad es mayor, lo cual indicaría por qué es el más fácil de degradar.   
A parte de tener en cuenta las características dadas por los HAPs bajo estudio, el 
sistema lacasa-mediador empleado puede tener mucha influencia en los resultados obtenidos. 
Se ha comprobado que la eficiencia de oxidación de los HAPs mejora cuanto mayor sea el 
potencial de oxidación del mediador empleado. Esto se debe a que cuanto menor sea la 
diferencia de potenciales redox entre el mediador y el HAP a oxidar, mayor será el nivel de 
oxidación alcanzado (Johannes y Majcherczyk, 2000). Sin embargo, es conveniente emplear 
mediadores cuyo potencial redox no supera el potencial redox de la lacasa, ya que la capacidad 
de la lacasa para oxidar el mediador se verá reducida. Por todo ello,  se debe alcanzar una 
situación de compromiso teniendo en cuenta que las condiciones en las cuales la vida media 
del mediador sea más larga tendrán un efecto positivo en los niveles de degradación 
alcanzados. De esta forma, hay que asumir que los distintos sistemas lacasa-mediador tendrán 
distinta efectividad a la hora de oxidar los diferentes HAPs (Cho et al., 2002). Esta correlación 
entre el potencial de oxidación de la lacasa o del mediador utilizado y el contaminante a 
degradar ha sido demostrada también para diversos tintes, que poseen una estructura similar, 
pero más sencilla que los HAPs (Zille et al., 2004). Teniendo en cuenta todo lo expuesto 
anteriormente, sería lógico esperar que el benzo[a]antraceno fuese el HAP degradado en 
mayor medida ya que su potencial de oxidación  (1,18V) es menor que el de benzo[a]pireno 
(1,27V) y por lo tanto se acerca más al del HBT (1V).  
Todos estos supuestos podrían verse también afectados y presentar resultados 
distintos a los esperados cuando el medio de degradación contiene detergentes o acetona, 
como ocurre en el caso que nos compete (Johannes y Majcherczyk, 2000; Pozdnyakova et al., 
2006b).  
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 BIORREMEDIACIÓN DE HAPS CON LACASA INMOVILIZADA  3.3.2
Una vez determinada la actividad enzimática más adecuada para la bioremediación de 
estos contaminantes y cuáles de los HAPs ensayados fueron eliminados por la lacasa libre, se 
llevaron a cabo los mismos ensayos para la lacasa inmovilizada en derivados de agarosa. En 
este caso la cantidad de enzima empleada para la reacción fue de 2, 10 y 20U/ml. De esta 
forma se pudo comprobar la capacidad de degradación por parte de la lacasa de M. 
thermophila inmovilizada.  
Los ensayos iniciales se realizaron con derivados agarosa glioxil pH 10 y glioxil 
acetilcisteína. La actividad enzimática seleccionada fue de 2U/ml ya que de los resultados 
obtenidos con la lacasa libre, se observó que un aumento de 5 veces la cantidad de enzima no 
originó un incremento en la misma escala en la remediación. Los resultados obtenidos no 
mostraron niveles de eliminación detectables, por lo que se decidió probar con una carga 
enzimática de 10U/ml y 20U/ml, esta vez únicamente con el derivado de lacasa agarosa glioxil 
pH10, simplemente por el hecho de centrarse en uno de los derivados e intentar obtener sus 
condiciones óptimas de empleo. Los resultados obtenidos en esos ensayos indicaron que no 
existió diferencia entre ambas cantidades de enzima, de modo que a partir de entonces todos 
los ensayos se realizaron con 10U/ml de lacasa.  
Otro factor a tener en cuenta a la hora de la biorremediación con lacasa inmovilizada 
en esferas de agarosa fue la posible adsorción o absorción del compuesto contaminante a 
tratar por parte del soporte. Por ello en cada uno de los ensayos se estableció un control con 
agarosa funcionalizada con grupos glioxil pero sin carga enzimática. De esta forma se demostró 
que la agarosa no interfirió y que la cantidad de HAP se mantuvo estable. Por lo tanto se puede 
relacionar directamente la eliminación del contaminante con la acción de la lacasa.  
Los ensayos de biorremediación mediante la lacasa inmovilizada requirieron más 
tiempo para alcanzar un nivel de eliminación similar a los obtenidos para la lacasa libre. La 
causa más probable es una limitación en la difusión del mediador a través de los poros de las 
esferas de agarosa, por lo que la reacción se hace más lenta y por tanto la oxidación de los 
HAPs requiere un mayor tiempo. Estudios sobre las limitaciones difusionales tanto por el 
diámetro de poro del soporte de agarosa como por la carga enzimática del derivado han sido 
previamente estudiados basándose en el modelo de Thiele (Engasser y Hisland, 1978; Müller y 
Zwing, 1982; Illanes et al., 2010). Con el fin de mejorar este problema se aumentó la 
concentración de HBT a 2mM para los ensayos con la lacasa inmovilizada.  
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Los resultados para la biorremediación de benzo[a]antraceno mostraron que a las 72 
horas se alcanzó el nivel máximo de transformación, aproximadamente alrededor de un 40% 
(Figura 3.9), el mismo nivel alcanzado por la lacasa libre a las 24 horas del ensayo. Este hecho 
puede deberse a varios factores. Por una parte, un posible agotamiento del mediador HBT 
podría ser la causa, ya que al no tratarse de un mediador ideal, para el que los ciclos de 
oxidación-reducción sean ilimitados, llega el punto en el que su capacidad para oxidar otros 
compuestos se ve reducida. Por otra parte, se detectó un aumento en la coloración del 
derivado, adquiriendo un tono amarillento, lo cual indica que el mediador se está uniendo a la 
agarosa, pudiendo limitar aún más la difusión tanto del propio mediador como de los HAPs 
hacia la lacasa inmovilizada. Esta limitación también podría tener influencia a la hora de 
reutilizar el derivado, como se comentará posteriormente.  
 
Figura 3.9. Biorremediación de benzo[a]antraceno a lo largo del tiempo mediante la acción de la lacasa de                      
M. thermophila inmovilizada en presencia del mediador HBT. • control sin lacasa, • control con agarosa 
funcionalizada y • 10U/ml. Se representa el porcentaje de HAPs residual tras el ensayo. 
En el caso del benzo[a]pireno se obtuvo el máximo de eliminación tras 96 horas de 
reacción, descendiendo el nivel de contaminante hasta el 80% de la concentración inicial 
(Figura 3.10), por lo que la eficiencia en comparación con el benzo[a]antraceno fue menor. Los 
ensayos se llevaron a cabo durante 168 horas, pero los resultados obtenidos no mostraron 
mejoras.  
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Figura 3.10. Biorremediación de benzo[a]pireno a lo largo del tiempo mediante la acción de la lacasa de                          
M. thermophila inmovilizada en presencia del mediador HBT. • control sin lacasa, • control con agarosa 
funcionalizada y • 10U/ml. Se representa el porcentaje de HAPs residual tras el ensayo. 
Durante la biorremediación de estos compuestos, los espectros cromatográficos 
presentan picos de compuestos derivados de la transformación que no han sido identificados 
(Figura 3.11), que se producen por mecanismos similares al conjunto antraceno-antraquinona, 
siendo la segunda producto de degradación del primero (Cañas et al., 2007). 
 
Figura 3.11. Cromatograma de HPLC para muestras que contienen benzo[a]antraceno. Se observa el pico de 
detección de benzo[a]antraceno y los productos resultado de su transformación, junto con el pico del HBT y los picos 
cercanos que pertenecen a variantes del compuesto mediador oxidado.  
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Los ensayos de reutilización llevados a cabo consistieron en la utilización del derivado 
de agarosa glioxil pH 10 en tantos ciclos como fuese posible para la bioremediación de 
benzo[a]antraceno. Tras un primer ciclo en el que se alcanzaron los niveles de oxidación 
anteriormente comentados a las 72 h, el derivado fue separado del medio, lavado y puesto en 
contacto otra vez con medio de reacción con la misma cantidad del contaminante. Se 
comprobó que no se pudieron realizar más ciclos de oxidación del benzo[a]antraceno. El 
mismo motivo por el cual la degradación se detuvo a las 72 horas del ensayo podría ser el 
responsable de que el derivado resultase inservible para posteriores usos. Por tanto, queda 
descartada la idea de que la reacción se ralentice por agotamiento del HBT y cobra 
importancia el hecho de que el radical del mediador HBT se una a la agarosa. El hecho de que 
el mediador quede retenido en el soporte limita todavía más la difusión tanto de nuevo 
mediador como de los HAPs, por lo que no se consiguió su reutilización. Se ha comprobado 
que el derivado alterado presentó actividad en presencia de ABTS, por lo tanto la limitación en 
la difusión no fue total, pero tampoco resultó suficiente para ser capaz de oxidar al HBT y éste 
al benzo[a]antraceno.  
Con el doble objetivo de estudiar el efecto de otros mediadores y de conseguir una 
pareja enzima-mediador reutilizable, se realizaron pruebas de degradación de 
benzo[a]antraceno con mediadores distintos al HBT como el ABTS, VA y siringaldehído. Los 
resultados obtenidos indicaron que el mejor sistema lacasa-mediador para la remediación de 
ambos HAPs es el que incluye el HBT, ya que para ninguno de los otros mediadores empleados 
se obtuvo degradación del contaminante. Por este motivo se descartó totalmente la idea de 
evaluar la reutilización del derivado con mediadores alternativos no fue factible.  
El primer trabajo que obtuvo resultados positivos para la biorremediación de HAPs 
mediante una lacasa inmovilizada fue para la enzima procedente del hongo T. versicolor 
inmovilizada en caolinita. La acción de la lacasa en conjunto con el mediador ABTS produjo una 
eliminación del 80% y 85% para el antraceno y benzo [a]pireno, respectivamente. Para la 
lacasa libre, los resultados obtenidos fueron similares, de un 82% y 86% (Dodor et al., 2004). 
Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que son necesarios mediadores sintéticos 
para mejorar la capacidad de oxidación del sustrato por parte de la lacasa inmovilizada y que 
actúa como un soporte de difusión de electrones o como un agente cooxidante que permite a 
la lacasa aceptar electrones desde sustratos no naturales. Además, los ensayos de reutilización 
de la lacasa inmovilizada permitieron realizar hasta 4 ciclos de biodegradación, demostrando 
que la caolinita es un material más adecuado que la agarosa para la reutilización de los 
derivados, evitando la unión del mediador a su superficie. 
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La lacasa del hongo T. versicolor también fue inmovilizada en nanopartículas de silica 
SBA-15 y fue capaz de eliminar un 88% de antraceno en presencia del mediador HBT, frente al 
58% obtenido con ABTS (Hu et al., 2009). En este trabajo no se realizaron ensayos de 
reutilización del derivado de lacasa inmovilizada. 
La lacasa de T. versicolor posee un potencial redox superior al de la lacasa de M. 
thermophila, por lo que su capacidad para la oxidación de diversos mediadores, y por lo tanto 
para la degradación de HAPs, es superior como se ha demostrado en los trabajos 
anteriormente comentados.  
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3.4 CONCLUSIONES 
Los resultados obtenidos para los ensayos de biodegradación de diferentes HAPs 
mediante la oxidación por el sistema lacasa-mediador indican que la lacasa de M. thermophila 
es capaz de eliminar benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno en presencia del mediador HBT. Se 
ha demostrado que la lacasa M. thermophila tiene la capacidad de oxidar hidrocarburos que 
poseen un potencial de ionización por debajo de 7,5 eV. 
La utilización de esta lacasa inmovilizada en soportes de agarosa fue capaz de llevar a 
cabo la biodegradación de ambos hidrocarburos, consiguiendo niveles de oxidación del 40 y 
20% para el benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno respectivamente, sin observarse fenómenos 
de adsorción por parte del soporte. Debido a problemas de difusión del HBT, además de a su 
unión al soporte de agarosa, los tiempos de reacción necesarios para alcanzar niveles de 
degradación similares a la lacasa libre fueron mayores.  
La inmovilización de la lacasa de M. thermophila permite una separación sencilla del 
derivado del medio de reacción. Sin embargo, su reutilización no fue posible. La unión del 
mediador HBT al soporte impidió la difusión del propio mediador, dejando totalmente 
inutilizado el derivado para su aplicación en los siguientes ciclos.    
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4.1 INTRODUCCIÓN 
4.1.1 MADERA 
El uso de la madera por la sociedad se ha incrementado en el tiempo y aumentado su 
valor exponencialmente en función de las necesidades de la población humana. Su 
importancia a lo largo de la historia se debe a sus propiedades ya que es reciclable, renovable 
y biodegradable, características que normalmente se pueden atribuir también a sus productos 
derivados (Rowell, 2005).  
Considerando los diferentes usos que se le pueden atribuir a la madera, ésta se puede 
clasificar en dos tipos principales en base a si el árbol del que procede es gimnosperma 
(coníferas) o angiosperma (árboles con flores). El pino (Pinus) y el abeto (Picea) son coníferas, 
árboles de hoja perenne, mientras que el arce (Acer) o el abedul (Betula) son árboles 
caducifolios o angiospermas. No sólo la madera difiere en función de su árbol de procedencia, 
sino que también en función de las células que la componen. La madera de gimnospermas 
tiene una base estructural mucho más simple que la madera de angiospermas, debido 
básicamente a la presencia de tan sólo dos tipos de células que no varían en su estructura. Sin 
embargo, la madera de angiospermas, tiene una complejidad mayor ya que existen más tipos 
de células y éstas presentan variaciones (Figura 4.1). La estructura de la madera de 
gimnospermas es simple, está compuesta tanto verticalmente como en sentido axial de 
traqueidas y células parenquimales respectivamente. Las traqueidas son células muy largas 
que forman aproximadamente el 90% del volumen de la madera de coníferas, proporcionando 
funciones conductivas y mecánicas. El agua fluye de una célula a otra realizando un recorrido 
en zigzag. Las células parenquimales son muy similares, tanto axiales como radiales. El 
parénquima axial no se encuentra en todos los gimnospermas y únicamente compone el 1% de 
sus células. En algunas especies de pino o abeto están presentes estructuras tanto verticales 
como horizontales denominadas canales de resina. No son células, pero se encuentran 
rodeados de células parenquimales productoras de esta resina. La estructura típica de la 
madera de árboles angiospermas o caducifolios es mucho más compleja. El sistema axial se 
compone de elementos fibrosos de diferente tipo, elementos vasculares de diferente tamaño 
y células parenquimales de varios tamaños y con un patrón diferente. Al igual que la madera 
de coníferas, el sistema radial está formado por células parenquimales radiales, pero en la 
madera de angiospermas la diversidad de estas células en tamaño y forma es mayor. Los 
elementos vasculares son células conductoras especiales de la madera de caducifolios. Estas 
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células están conectadas a través de perforaciones para la conducción del agua, lo cual no 
ocurre entre las traqueidas presentes en la madera de coníferas (Rowell, 2005).  
 
Figura 4.1. Diferencias histológicas en la madera de gimnospermas y angiospermas: Representación de (a) una 
conífera típica y de (b) un angiosperma. (c) Sección transversal de madera de ginmospermas, con los característicos 
canales de resina radiales y (d) sección transversal de madera de angiospermas, donde se aprecian los poros o 
conductos vasculares (Rowell, 2005). 
Además de clasificar la madera en función de su árbol de procedencia, 
independientemente de su origen se pueden diferenciar distintas zonas en los troncos de los 
árboles (Figura 4.2).  
 
Figura 4.2. Sección de un tronco de Eucalyptus globulus.  
a b
c d
Duramen
Albura
Corteza
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La parte conductora del tronco, en la cual las células parenquimales están vivas y 
metabólicamente activas, se denomina albura. Esta zona coincide con la parte menos 
coloreada del tronco que se encuentra adyacente a la corteza. La albura es la responsable de la 
conducción de la sabia a través del tronco además de servir de almacenamiento y lugar de 
síntesis de diferentes compuestos como los extractivos que se depositarán en el duramen del 
tronco, la zona coloreada interior, donde las células se encuentran inactivas (Rowell, 2005). 
 COMPOSICIÓN QUÍMICA 4.1.1.1
La madera es un compuesto polimérico cuyas propiedades biológicas y físicas están 
determinadas por la composición química de sus paredes celulares. La pared celular está 
compuesta principalmente de celulosa, hemicelulosas y lignina, distribuidas en tres capas 
distintas: la lámina media, la pared primaria y la pared secundaria, estando presente la lignina 
principalmente en la última capa (Figura 4.3)  
 
Figura 4.3. Pared celular vegetal (Rubin, 2008). 
La celulosa es el componente mayoritario de la madera, representa aproximadamente 
un 50% del peso total. Es un homopolímero lineal de alto peso molecular, formado a partir de 
enlaces β-(1,4)-glucosídico entre monómeros de D-glucosa (Figura 4.4). Las moléculas de 
celulosa tienden a estar orientadas al azar y formar puentes de hidrógeno intra e 
intermoleculares. Aproximadamente el 65% de la celulosa presente en la madera tiene 
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estructura cristalina y no toda la celulosa es accesible. Este concepto de accesibilidad es un 
parámetro muy importante que se debe tener en cuenta a la hora de valorar la capacidad de 
absorción de agua, la modificación química y la interacción con microorganismos por parte de 
la madera. 
 
Figura 4.4. Estructura del polímero de celulosa. 
Las hemicelulosas son heteropolímeros de cadena más corta que la celulosa, pero que 
suelen contener cadenas laterales, permitiendo la unión entre el resto de compuestos de la 
pared celular, siendo las moléculas de unión entre celulosa y lignina (Figura 4.5). Pueden estar 
constituidas por hexosas (glucosa, mannosa y galactosa) y pentosas (xilosa y arabinosa). Las 
hemicelulosas normalmente están formadas por una parte lineal en la que se producen 
enlaces β-1,4 y ramificaciones en las que el enlace puede ser β-(1,2), β-(1,3) o β-(1,6) que dan 
lugar a azúcares como galactoglucomanano, arabinoglucuronoxylano, arabinogalactano, 
glucuronoxilano, glucomanano, etc. Estos polímeros asimismo contienen grupos acetilo y 
metilo en su estructura (Mai et al., 2004; Rowell, 2005). Las hemicelulosas presentes en 
maderas de angiospermas son principalmente glucomananos y glucuroxilanos, mientras que 
para gimnospermas las más comunes son galactoglucomananos y arabinoglucuroxilanos.  
La lignina es el segundo biopolímero más abundante en la Tierra después de la 
celulosa. Es el polímero más complejo que se encuentra en la pared celular y el único 
sintetizado de forma natural con base aromática. Tiene una estructura amorfa formada por 
fenilpropanoides que durante el proceso de biosíntesis son oxidados por peroxidasas y 
fenoloxidasas formando polímeros aromáticos que la llevan a ser un compuesto considerado 
altamente recalcitrante (Figura 4.6). 
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Figura 4.5. Estructura del polímero de hemicelulosa (Vetiveria zizanoides) (Chaikumpollert et al., 2004).  
Los precursores de la lignina son tres, el alcohol ρ-cumarílico, alcohol coniferílico y 
alcohol sinapílico, siendo el primero un precursor escaso de la lignina de maderas de 
angiospermas y gimnospermas, el segundo el precursor principal para maderas de 
gimnospermas y el segundo y tercero son ambos precursores de lignina en maderas de 
angiospermas (Alder, 1977). La estructura de la lignina es distinta entre especies. El contenido 
de lignina en maderas de angiospermas varía entre el 18 y el 25%, mientras que en maderas de 
gimnospermas es superior, entre 25 y 35%. La lignina se encuentra en la pared secundaria 
asociada a las hemicelulosas, creando complejos tan resistentes que su hidrólisis es muy 
complicada. No existen evidencias de que la lignina pueda estar asociada con la celulosa 
(Rowell, 2005).  
 
Figura 4.6. Estructura de lignina (Vanholme et al., 2010).  
R=OH   ácido ρ-cumárico
R=OCH3 ácido ferúlico
S    siringuil
G guayacil
SP sinapil ρ-hydroxibenzoato
β-O-4, β-aril eter
β-5, fenilcumarano
β-β, resinol
4-O-5, bifenileter
Grupo terminal cinamil alcohol
Grupo terminal fenólico
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Existen otros compuestos en la pared celular que son conocidos como extractivos. 
Como su propio nombre indica, son compuestos químicos presentes en la madera que pueden 
ser extraídos mediante el lavado con disolventes. La cantidad de estas sustancias presente en 
la madera varía entre especies, oscilando entre un 1 y un 10%. Se han podido identificar 
cientos de compuestos extractivos. Pueden actuar como precursores de otras sustancias, 
formarse en respuesta a heridas o actuar como parte del mecanismo de defensa. Son 
principalmente ácidos grasos, alcoholes grasos, fenoles, terpenos, esteroides, resinas, ceras y  
otros compuestos orgánicos de menor importancia. Pueden aparecer en forma de 
monómeros, dímeros o polímeros y normalmente son más abundantes en maderas de 
gimnospermas. Suelen encontrarse en el duramen del tronco, proporcionando el color, el olor 
y la durabilidad característica de la madera (Fengel y Wegener, 1984; Rowe, 1989).  
 DETERIORO DE LA MADERA 4.1.1.2
La madera como tal, utilizada para fines constructivos, se encuentra expuesta a 
condiciones adversas y por lo tanto su durabilidad natural se ve reducida. Los dos factores que 
más afectan a la longevidad de la madera son la humedad, o su capacidad para retener agua 
en su estructura, y la biodegradación por parte de microorganismos, responsables de la mayor 
parte de la investigación en el campo de la industria maderera (Mai et al., 2004; Kudanga et al., 
2010a).  
La dimensión y las propiedades mecánicas, elásticas y térmicas de la madera dependen 
de su contenido en agua. La madera es un compuesto muy higroscópico, que cuando se 
encuentra expuesta a ciclos repetitivos de condiciones de alta humedad relativa, cada vez 
aumenta más su capacidad de retención de agua. Este cambio en su estructura tiene 
consecuencias más notables en las propiedades mecánicas, definidas por el límite elástico de 
las células que la forman. Cuando el contenido en humedad supera este límite las propiedades 
físicas de resistencia disminuyen, cambiando por completo las dimensiones de la madera y 
aumentando la disponibilidad para el ataque por microorganismos (Rowell, 2005; Kudanga et 
al., 2010a).  
La degradación biológica de la madera puede ser llevada a cabo por bacterias, insectos 
como termitas o escarabajos, mohos y hongos de podredumbre. Además de los insectos, la 
biodegradación por parte de los hongos de podredumbre ha sido la más estudiada, debido 
principalmente a que las enzimas que éstos producen tienen mucho interés biotecnológico en 
el sector industrial de la madera. Los hongos de degradación de la madera pertenecen al grupo 
de los basidiomicetos, y pueden ser clasificados en dos grupos en función del tipo de ataque 
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que realizan sobre las paredes celulares. Algunas especies utilizan la lignina como fuente de 
carbono en la misma proporción que la celulosa y la hemicelulosa. A este grupo pertenecen los 
denominados hongos de podredumbre blanca, debido principalmente a que tras un período 
largo de degradación la madera simplemente está formada por celulosa de color blanco. Están 
asociados con la degradación de maderas de angiospermas (Eriksson et al., 1990). Esta 
degradación se produce de forma gradual a medida que la podredumbre avanza, y la madera 
resultante no se desmorona si no que permanece con su estructura presentando una 
apariencia esponjosa. Durante el ataque de los hongos de podredumbre blanca, la celulosa es 
degradada gracias a la acción de endo-(1-4)-β-glucanasas, exo-β-glucanasas y (1,4)-β-
glucosidasas. La lignina se ve atacada por enzimas extracelulares como fenoloxidasas (lacasas) 
y peroxidasas (lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa). Las peroxidasas utilizan peróxido 
de hidrógeno como cosustrato, mientras que las lacasas simplemente requieren oxígeno 
molecular para poder llevar a cabo la reacción. Estas enzimas catalizan la despolimerización de 
la lignina mediante la oxidación de grupos fenólicos a sus radicales, relativamente estables. 
Otra enzima, la celobiosa-quinona oxidoreductasa tiene importancia a la hora de evitar la 
repolimerización de los fragmentos degradados de lignina, formando radicales hidroxilo 
mediante una reacción Fenton (Mai et al., 2004). Relacionados con la degradación de maderas 
de gimnospermas, los hongos de podredumbre marrón tienen la capacidad de degradar la 
celulosa y las hemicelulosas sin atacar previamente a la lignina, mediante el ataque de la 
celulosa cristalina por radicales hidroxilo. Estos hongos mineralizan la lignina en menor grado 
aumentando el número de grupos fenólicos presentes mediante la desmetilación de los grupos 
metoxílicos y la hidroxilación de las partes aromáticas, proporcionando un color oscuro a la 
madera (Highley y Dashek, 1998). La degradación por parte de hongos de podredumbre 
marrón provoca que las propiedades de resistencia disminuyan notablemente desde el 
principio y como resultado final, la madera toma un tono oscuro y colapsa en partículas de 
menor tamaño. La biodegradación fúngica de la madera es difícil de detectar en los primeros 
estadios. Aunque durante las primeras etapas se produce una pérdida en la resistencia 
mecánica e incluso decoloración, en la madera seca la detección es complicada, por lo que 
generalmente cuando se descubre ya se encuentra en etapas avanzadas de degradación 
(Rowell, 2005). Aunque en la industria maderera el ataque de estos hongos no es deseable, 
cabe destacar que estos microorganismos pueden ser utilizados para tratar productos 
lignocelulósicos de deshecho y revalorizarlos (Sánchez, 2009).  
Estos dos factores de deterioración de la madera, la humedad y la degradación por 
hongos, se relacionan de forma que si la madera está muy seca o demasiado húmeda, la 
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probabilidad de que estos microrganismos actúen generando algún daño es muy pequeña. La 
colonización por hongos solo ocurre cuando la madera tienen una humedad superior al 30% 
(punto de saturación de las fibras), pero si este porcentaje se supera notablemente, la madera 
no será susceptible de ser biodegradada por los hongos típicos (Forest Products Laboratory, 
2007).  
Otros factores importantes que afectan a la integridad de la madera son el ataque por 
la acción de agentes biológicos tales como mohos, insectos como escarabajos, termitas y 
hormigas, así como agentes físico-quimicos como el contacto con agua de mar (López-Anido et 
al., 2004), donde intervienen moluscos y crustáceos, y la fotodegradación debida a la 
exposición de la madera a la luz solar. 
 MÉTODOS DE PRESERVACIÓN DE LA MADERA 4.1.1.3
Los tratamientos de preservación de la madera han evolucionado a lo largo de las 
décadas, sobre todo para la protección de la madera empleada como material de construcción 
o que se encuentra expuesta en zonas exteriores (Sánchez-Silva y Rosowsky, 2008). Estos 
cambios en los métodos de preservación de la madera han ocurrido principalmente debido a 
cuestiones ambientales y regulaciones gubernamentales. Los compuestos protectores de la 
madera se diferencian principalmente en biocidas y no biocidas, ya que además de la 
biodegradación, se ha comentado que tanto la humedad como la fotodegradación por 
exposición solar hacen que la madera pierda su apariencia inicial y requiera un mantenimiento 
regular (Schultz et al., 2007).  
La creosota fue el primer compuesto protector fabricado industrialmente hace 170 
años. Es una compleja mezcla de hidrocarburos aromáticos policíclicos y otros compuestos 
orgánicos. En los años 30 fue sustituido en gran parte por el pentaclorofenol para el 
tratamiento de postes y señales. Actualmente en los Estados Unidos su utilización se mantiene 
en un 15 y un 5% respectivamente. Sin embargo, desde los años 50 el protector más empleado 
ha sido el arseniato de cobre cromado (CCA), ya que proporciona protección durante largos 
periodos de tiempo incluso ante condiciones muy desfavorables. Además el hecho de que 
resultase muy económico hizo que hasta finales de los años 90 fuera empleado de forma 
mayoritaria. A pesar de ello en esta época se prohibió la utilización de preservantes que 
contuviesen arsénico o cromo en Europa y Japón, trasladándose esta prohibición después a los 
Estados Unidos (Forest Products Laboratory, 2007; Antwi-Boasiako y Atweri-Obeng, 2012).  
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En muchos países, la restricción del uso de biocidas que contienen metales pesados ha 
impulsado el desarrollo de métodos alternativos (Chirkova et al., 2011) que emplean los 
compuestos protectores de segunda generación como los compuestos complejos de cobre (II) 
combinados con algún biocida orgánico. Un ejemplo son los preservantes de cobre-
etanolamina, donde ésta actúa como fijador, aunque los complejos cobre-cromo siguen siendo 
más efectivos (Humar y Lesar, 2008; Humar et al., 2008). La continua preocupación por el 
impacto del cobre en los sistemas acuáticos originó el desarrollo de biocidas no metálicos 
como el octoborato disodico (SBX), principalmente para su uso en construcciones 
residenciales. Destacar que los compuestos de borato son muy baratos, resultan 
prácticamente inocuos para los mamíferos y actúan como biocidas sobre un amplio rango de 
hongos degradadores. Los biocidas agroquímicos controlan normalmente el crecimiento de un 
insecto u hongo en concreto. En la industria maderera, se espera que estos biocidas controlen 
una amplia variedad de hongos degradadores, por lo que únicamente unos cuantos 
agroquímicos tienen las características adecuadas para proteger la madera (Schultz et al., 
2007).  
Actualmente la investigación persigue el control biológico de especies degradadoras de 
madera mediante la utilización de métodos que no utilicen biocidas. Mediante la modificación 
química de la madera se ha logrado mejorar la resistencia de la degradación fúngica y por 
insectos e incluso mejorar las propiedades de exposición a condiciones ambientales exteriores. 
Diversos estudios demuestran que la acetilación, la furfurilación y  el tratamiento térmico de la 
madera mejora notablemente la resistencia a la biodegradación y mejora su hidrofobicidad 
(Bryne y Wålinder, 2010). La modificación química de la madera mediante la unión estable de 
distintos compuestos a sus grupos hidroxilo también puede mejorar su hidrofobicidad. Para 
ello se han utilizado silanos, siliconas y alcoxisilanos (Mai y Militz, 2004; Donath et al., 2006; 
Tingaut et al., 2006; Weigenand et al., 2008). Por otra parte, los aceites naturales 
biodegradables también pueden incrementar la hidrofobidad de la madera de pino (Hyvönen 
et al., 2006). A modo de ejemplo cabe citar que la utilización de aceites de resina artificiales 
(Temiz et al., 2008) junto con el alquitrán extraído mediante pirólisis de maderas ya tratadas 
con creosota (Mazela, 2007) aumentaron significativamente la resistencia a la biodegradación 
por diversos hongos de podredumbre blanca y marrón. Recientemente se ha estudiado el 
efecto del tratamiento de la madera con soluciones de lignina, detectándose una reducción en 
el grado de colonización por los hongos de podredumbre (Chirkova et al., 2011). Este resultado 
podría estar relacionado con una mayor concentración de fenoles presentes en la madera más 
resistente, estando conectado con su baja higroscopicidad (Venäläinen et al., 2004).  
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En varios trabajos presentes en la bibliografía la madera es tratada para aumentar la 
resistencia a las condiciones climáticas, sobre todo a la exposición al sol y para evitar la 
fotodegradación. Los tratamientos llevados a cabo varían, desde aplicar compuestos de 
silicona, tratamientos por calor y la benzoilación (Evans et al., 2002; Rogez, 2002; Ayadi et al., 
2003; Sahoo et al., 2011). 
Actualmente, se mantiene la búsqueda de nuevos tratamientos, más eficaces y 
estables, para la prevención del deterioro de la madera. Su modificación química mediante 
métodos biológicos podría ser una alternativa positiva para los tratamientos realizados hasta 
el momento. Es por ello que, basándose en la acción de las lacasas sobre el material 
lignocelulósico, se podrían desarrollar nuevos métodos menos agresivos para el 
medioambiente.  
4.1.2 LACASAS Y LIGNINA 
El conjunto de enzimas extracelulares con capacidad de degradación para la lignina son 
conocidas como ligninasas. Como ya se ha comentado anteriormente, las ligninasas pueden 
clasificarse en fenol oxidasas y peroxidasas, entre las cuales se encuentran las hemo 
peroxidasas, manganeso peroxidasas y peroxidasas versátiles (Dashtban et al., 2010). De todas 
ellas, la lacasa fue la enzima seleccionada para la realización de los ensayos correspondientes a 
este Capítulo. Las características y propiedades funcionales de esta fenol oxidasa ya fueron 
tratadas en el Capítulo 1 de esta tesis, pero con respecto a su papel en relación a la madera y 
la lignina, estos conceptos han de ser ampliados. Se ha demostrado que especies de hongos 
responsables de la podredumbre de la madera, pueden mineralizar casi por completo la lignina 
presente aún sin ser productores de lacasas. Pero esta oxidación de la lignina no se consigue 
con especies productoras de lacasas que han sido mutadas con el fin de suprimir la capacidad 
de producir estas enzimas. Las lacasas tienen un papel importante en muchas de las reacciones 
que ocurren durante la ligninolisis (Thurston, 1994). Además de la capacidad de despolimerizar 
la lignina, a la lacasa se le atribuye la capacidad de polimerizar monolignoles en presencia de 
oxígeno molecular y sin que ninguna peroxidasa se encuentre implicada en la reacción (Mayer 
y Staples, 2002). Aunque de forma natural en los tejidos vegetales la lacasa solamente está 
implicada en las primeras etapas de lignificación, en el ámbito industrial o de laboratorio esta 
capacidad puede utilizarse para la unión de fibras de madera o la activación de estas fibras 
para que compuestos fenólicos se puedan unir y proporcionar nuevas propiedades a productos 
madereros o sus derivados. Los resultados del tratamiento de fibras de madera con lacasa 
confirmaron que la lignina es susceptible de reaccionar con la enzima, produciéndose 
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diferentes reacciones de oxidación, polimerización parcial con posible ligninolisis y posterior 
repolimerización y rotura de los enlaces entre la lignina y los polisacáridos (Kharazipour et al., 
1997; Hüttermann et al., 2001).  
4.1.3 GRAFTING: APORTACIÓN DE NUEVAS PROPIEDADES A LA MADERA 
El grafting se define como la unión de pequeñas moléculas a polímeros de naturaleza 
sintética o natural, diferenciándose del coupling donde dos moléculas orgánicas de similar 
tamaño son unidas. Este tipo de reacciones se están utilizando actualmente para aplicaciones 
en un amplio rango de industrias. Consecuentemente, existe un gran interés en la búsqueda de 
enzimas que realicen estas reacciones de coupling o grafting. La ventaja que ofrecen frente a 
los métodos tradicionales es que además de ser respetuosas con el medio ambiente son 
capaces de actuar en condiciones suaves, lo que puede conllevar un ahorro energético 
importante. Las reacciones llevadas a cabo por las lacasas tienen potencial en numerosas 
aplicaciones industriales, tanto en el control de contaminantes, la industria alimentaria, 
industria textil, industria farmacéutica y en la modificación de materiales lignocelulósicos, que 
será el objetivo a tratar en este Capítulo. Como ya se ha explicado, las lacasas tienen la 
capacidad de oxidar un sustrato adecuado de forma que se crea un radical que posteriormente 
puede provocar reacciones no enzimáticas por sí mismo. Estas reacciones pueden generar la 
degradación de polímeros, pueden romper anillos aromáticos y también pueden crear uniones 
covalentes formando dímeros, oligómeros o polímeros mediante enlaces C-C, C-O y C-N, 
reacciones llevadas a cabo cuando se produce el grafting de moléculas oxidadas por la lacasa 
con polímeros como la lignina (Kudanga et al., 2011).  
Numerosos autores han sido capaces de unir diversas moléculas a material 
lignocelulósico mejorando sus características y propiedades. La mayoría de los trabajos 
realizados de grafting con lacasa se relacionan con el tratamiento del papel o la pasta de 
papel. Por ejemplo, utilizando fenoles ácidos se ha conseguido mejorar la resistencia física del 
papel (Chandra y Ragauskas, 2002a; Chandra y Ragauskas, 2002b; Chandra et al., 2004a; 
Chandra et al., 2004b). Tratar la pasta de papel simplemente con lacasa también mejora 
notablemente su hidrofobicidad. La mejora de esta resistencia a la humedad por parte del 
papel proviene entonces de la combinación del grafting de moléculas de fenoles polimerizadas 
y la oxidación de la lignina, lo que resulta en la unión entre fibras debido a la reacción entre los 
distintos radicales (Liu et al., 2009). Se ha demostrado también que incorporando fenoles 
procedentes de fuentes naturales (vainillina, catecol o taninos) en presencia tanto de 
peroxidasas como de lacasas, es posible producir láminas de cartón con una resistencia a la 
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tensión y a la separación de capas superior a las creadas por procesos termomecánicos en 
presencia o ausencia de fenoles (Yamaguchi et al., 1991; Yamaguchi et al., 1992; Yamaguchi et 
al., 1994).  
A pesar de que la mayoría de trabajos encontrados se centran en la mejora de las 
propiedades físicas del papel, recientemente se ha demostrado que el grafting también se 
puede utilizar para funcionalizar la superficie de los materiales lignocelulósicos 
proporcionándole nuevas propiedades como resistencia al ataque microbiano e hidrofobicidad 
(Suurnäkki et al., 2006; Elegir et al., 2008; García-Ubasart et al., 2011). Además de para el 
papel, también se obtuvieron resultados positivos en la funcionalización de chapas de madera 
con los mismos fines (Park et al., 2001; Schroeder et al., 2007; Kudanga et al., 2010a; Kudanga 
et al., 2010b; Widsten et al., 2010). Kudanga et al. (2010a) utilizaron chapas de haya (Fagus 
sylvatica) para ser tratadas con diferentes fluorofenoles y la lacasa procedente de Trametes 
hirsuta. Los resultados de espectroscopía de rayos X mostraron un contenido en fluor de entre 
un 6,39% a un 0,26%, lo cual derivó en un incremento de la hidrofobicidad en un 65,5% en el 
mejor de los casos en comparación con la madera tratada únicamente con los fluorofenoles. 
Estos resultados demostraron que el grafting o la funcionalización de la superficie de la 
madera es posible. La oxidación de la fracción fenólica de la lignina presente en la madera por 
parte de la lacasa introduce radicales reactivos que en presencia de los compuestos adecuados 
pueden formar una unión covalente. Además de poder utilizar esta capacidad para la unión de 
moléculas que proporcionen nuevas propiedades a la madera funcionalizada, también se 
puede emplear para la unión de chapas o fibras de madera entre sí y dar lugar a la formación 
de tableros en los que no interviene la acción de adhesivos artificiales (Felby et al., 1997; 
Kharazipour et al., 1997; Kharazipour et al., 1998; Felby et al., 2002; Widsten et al., 2003; Felby 
et al., 2004; Widsten et al., 2004).  
Anteriormente se han descrito los distintos procedimientos que se llevaron a cabo a lo 
largo de este último siglo para lograr el mantenimiento de las estructuras de madera. Los 
métodos de preservación más empleados se han basado en la capacidad de la madera para 
absorber las sustancias protectoras y que éstas permanezcan en su interior, aunque no de 
forma estable. Tanto los compuestos biocidas y no biocidas tienen la capacidad de liberarse al 
medio y esto ha generado desde entonces un gran riesgo para la salud humana (Unger, 2012). 
Una solución para esta problemática sería establecer una unión covalente y estable entre los 
compuestos preservantes y la madera, evitando su liberación al medio y generando así 
productos de madera más seguros tanto para su uso en construcciones como para madera 
utilizada en ambientes domésticos.  
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De esta forma, a lo largo de este Capítulo se valorará la funcionalización de madera 
con fines preservantes frente a la degradación por parte de hongos de podredumbre y 
proporcionando nuevas propiedades como la hidrofobicidad comentada anteriormente, todo 
ello llevado a cabo mediante el grafting de distintos compuestos fenólicos mediante la acción 
de la lacasa sobre ellos y sobre la lignina presente en la madera. De la misma forma se 
intentará demostrar la unión estable de estos compuestos a la madera mediante diversas 
técnicas de análisis como la espectroscopía fotoelectrónica de rayos X o la espectroscopía 
infrarroja.  
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4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
4.2.1 MATERIALES 
 LACASA 4.2.1.1
La lacasa utilizada para todos los tratamientos de la madera llevados a cabo en este 
Capítulo fue la lacasa comercial de Myceliophthora thermophila Novozym 51003. Esta enzima 
se utilizó clarificada. El proceso de clarificación en columnas y de medida de actividad se 
realizó exactamente igual que como se detalla en el Capítulo 1 de esta tesis. En los casos en los 
que se realizaron pruebas con la lacasa inmovilizada, el derivado escogido para tales 
experimentos fue el de lacasa inmovilizada en agarosa glioxil a pH 10 (apartado 1.2.4.2 del 
Capítulo 1). 
 COMPUESTOS FENÓLICOS 4.2.1.2
Los compuestos utilizados en los experimentos de resistencia a la biodegradación por 
hongos han sido siringaldehído, quercetín y 4-cloro-2-metoxifenol. Todos ellos proporcionados 
por la casa comercial Aldrich. Para los ensayos de hidrofobicidad de la madera se ha utilizado 
el lauril galato (Aldrich) (Figura 4.7). 
 
Figura 4.7. Compuestos fenólicos empleados en las reacciones de grafting con lacasa: (a) siringaldehído,                        
(b) quercetín, (c) lauril galato y (d) 4-cloro-2-metoxifenol.  
(a)
(b)
(c)
(d)
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 HONGOS 4.2.1.3
Todas las especies de hongos empleadas en los ensayos de resistencia a la 
biodegradación fueron obtenidas de la Colección Española de Cultivos Tipo, salvo un hongo 
aislado y no identificado obtenido de muestras de madera deteriorada localizada en las zonas 
exteriores de la Universidade de Vigo, denominado AJN1 (Figura 4.8). 
 
Figura 4.8. Hongos empleados para la biodegradación de la madera: (a) Trametes versicolor 
(http://www.rawforestfoods.com/), (b) Coniophora puteana (http://www.societe-mycologique-poitou.org/),            
(c) Postia placenta (http://mycoweb.narod.ru/), (d) Gloeophyllum trabeum (http://mycoweb.narod.ru/) y (e) AJN1. 
(a) (b)
(c) (d)
(e)
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 MADERA 4.2.1.4
Las distintas especies de madera utilizadas para los experimentos se detallan a 
continuación (Tabla 4.1).  
Tabla 4.1. Maderas utilizadas en los distintos ensayos de este Capítulo.  
GIMNOSPERMAS ANGIOSPERMAS 
Pinus pinaster Eucalyptus globulus 
Pinus radiata Fagus sylvatica 
Pinus sylvestris  
4.2.2 ENSAYOS 
 ENSAYOS DE RESISTENCIA A LA BIODEGRADACIÓN 4.2.2.1
Los ensayos de biodegradación se llevaron a cabo siguiendo la Norma Europea EN 113 
“Wood preservatives - Test method for determining the protective effectiveness against Wood 
destroying basidiomicetes – Determination of the toxic values” (1996).  
En esta norma se especifica que los hongos obligatorios a emplear son Coniophora 
puteana y Trametes versicolor además de otros hongos dependiendo de la naturaleza del 
producto preservante u hongos específicos de la región.  
Han de emplearse tanto maderas procedentes de angiospermas como de 
ginmospermas. Las maderas de angiospermas han de tener de 2 a 8 anillos de crecimiento 
anual por cada centímetro y las de gimnospermas de 2 a 6. Los especímenes han de ser 
tomados de al menos 3 árboles diferentes o cogidos al azar de un stock de más de 5000 
ejemplares. Las medidas para los especímenes de madera deben ser de 50±0,5mm por 
25±0,5mm y por 15±0,5mm. El número y distribución de las muestras a estudiar se dispone de 
la siguiente forma: 
- Muestras tratadas con preservantes y control no tratado expuestas a hongos. 
- Muestras tratadas con preservantes en placas no inoculadas con el hongo (control 
de virulencia). 
- Muestras no tratadas que son expuestas a los hongos (factor de corrección). 
Antes de tratar los especímenes de madera, las piezas deben ser secadas en estufa a 
103±2°C durante al menos 18h. Tras el proceso de secado, las piezas se pesan para determinar 
su peso seco inicial. Una vez realizado el tratamiento, las piezas impregnadas son simplemente 
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escurridas. Hecho esto y previo al contacto con hongos o placas, las piezas de madera tienen 
que ser acondicionadas durante 4 semanas a 20±2°C con una humedad del 65±5%, evitando 
que se toquen y variando el proceso en función de si el disolvente es agua o un disolvente 
orgánico. Tras este período de acondicionamiento, a continuación se distribuyen las piezas en 
contacto con los hongos comentados anteriormente. Los recipientes o placas de cultivo se 
mantienen en oscuridad a 22±2°C y humedad de 70±5% durante 16 semanas en una cámara 
ambiental (Versatile Environmental Test Chamber- Sanyo MLR-350H). Pasado este tiempo de 
exposición a los hongos, las piezas se limpian retirando el exceso de micelio, se secan como se 
indicó anteriormente y a continuación se vuelven a pesar calculando su peso seco final.  
Se calcula la pérdida de peso de los especímenes tratados con preservantes como el 
porcentaje sobre la masa inicial mediante la diferencia entre el peso seco inicial y peso seco 
final. Se calcula el valor de corrección de la misma forma con los especímenes no tratados y se 
sustrae al porcentaje de masa perdido en los tratados, determinando la correcta pérdida de 
masa por el ataque fúngico.  
ESTUDIOS NO NORMALIZADOS DE RESISTENCIA A LA BIODEGRADACIÓN 
En este caso el protocolo a seguir fue el indicado por la norma EN 113 pero con 
algunas modificaciones. Las especies utilizadas de madera fueron Pinus pinaster, Pinus radiata 
y Eucalyptus globulus. En esta ocasión las piezas no se ajustaron al tamaño establecido en la 
norma debido a la complejidad experimental ya que las instalaciones no permitían realizar 
ensayos con piezas del tamaño especificado. Por lo tanto se obtuvieron piezas de las tres 
especies de madera de un diámetro de 155±5mm por 70±8mm de altura. El peso medio de los 
especímenes fue variable dependiendo de la especie (Tabla 4.2 y Figura 4.9).  
Tabla 4.2. Peso seco medio de los especímenes de cada especie de madera que fueron sometidas a tratamientos con 
fenoles y lacasas y posteriormente expuestas al ataque por hongos.  
MADERA PESO SECO MEDIO (g) 
Pinus pinaster 0,79 ± 0,05 
Pinus radiata 0,48 ± 0,04 
Eucalyptus globulus 0,76 ± 0,08 
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Figura 4.9. Especies de madera utilizadas en los ensayos de resistencia a la biodegradación fúngica:                             
(a) Pinus pinaster, (b) Pinus radiata y (c) Eucalyptus globulus.  
Los hongos empleados fueron Coniophora puteana, Trametes versicolor y AJN1 (Figura 
4.10) y fueron sembrados en placas de medio MEA (Malt extract agar) compuesto por 20g/l de 
extracto de malta, 1g/l de extracto de levadura y 20g/l de agar. La exposición de la madera a 
los hongos se realizó cuando estos cubrieron la placa, por lo tanto para Trametes versicolor y el 
AJN1 este tiempo fue de 2 semanas pero para Coniophora puteana fue de 4 semanas, debido a 
su lento crecimiento.  
(a)
(b)
(c)
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Figura 4.10. Hongos de podredumbre de la madera utilizados para los ensayo de biodegradación en laboratorio:           
(a) Coniophora puteana, (b) Trametes versicolor (c) AJN1.  
Finalmente, los especímenes de madera se numeraron, trataron y distribuyeron para 
el contacto con cada uno de los hongos.  
Todos los tratamientos de las muestras de madera con compuestos fenólicos y lacasa 
se llevaron a cabo en base al método de impregnación de la madera con preservantes que se 
especifica en la Norma Europea EN 113 (Tabla 4.3). Se prepararon soluciones de los 
compuestos fenólicos a una concentración 10mM en tampón citrato pH 5 (100mM). En los 
casos en los que el tratamiento se realizó con la lacasa presente, ésta se adicionó en 
proporción de 20U/g de madera. La relación entre la solución de tratamiento y la cantidad de 
madera fue de 4ml/g, intentando que la madera quedase totalmente sumergida.  
Tabla 4.3. Tratamientos llevados a cabo para cada una de las especies de madera.  
TRATAMIENTOS 
1 Tampón citrato pH 5 (100mM) 
2 Lacasa 
3 Siringaldehído 
4 Siringaldehído + lacasa 
5 Quercetín 
6 Quercetín + lacasa 
7 4-cloro-2-metoxifenol 
8 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa 
Antes de impregnar los especímenes de madera con los compuestos preservantes, se 
sometieron a una atmosfera de vacío durante 15 minutos, tras los cuales y sin perder estas 
condiciones, se adicionó la solución pertinente y se mantuvo a 50°C durante 2 horas (Figura 
4.11).  
(a) (b) (c)
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Figura 4.11. Tratamiento de los especímenes de madera: (a) creación de atmósfera de vacío, (b) adición de solución 
de tratamiento, (c) diferentes tratamientos tras la adición de la solución e (d) inmersión durante 2 horas en un baño 
a 50°C.  
Tras el tratamiento realizado, los especímenes de madera fueron simplemente 
escurridos y posteriormente acondicionados en las condiciones descritas en el punto 4.2.6.  
Para cada uno de los tratamientos se trataron 6 piezas, 4 de las cuales se expusieron 
en placas Petri inoculadas con el hongo en cuestión y las otras 2 en placas Petri no inoculadas, 
como control de factor de virulencia. De esta forma, para cada uno de los hongos bajo estudio, 
se sembraron 4 placas Petri (4 réplicas) en las que se dispusieron 8 piezas, una pieza por cada 
tratamiento. Se evitó el contacto directo de la madera con el hongo o el medio en placas 
mediante una red de plástico (Figura 4.12).  
(a) (b)
(c) (d)
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Figura 4.12. Imágenes del proceso llevado a cabo: (a) placas Petri con hongo crecido y red de aislamiento, (b) placa 
con piezas de los distintos tratamientos, (c) placa con dos piezas (control de virulencia o control semanal 
dependiendo de si la placa está colonizada o no), (d) disposición de las placas preparadas en la cámara ambiental 
para mantener a la temperatura y humedad adecuadas.  
Finalmente, todas estas réplicas de piezas tratadas se mantuvieron en contacto con los 
hongos o en las placas Petri no inoculadas durante 19 o 20 semanas, más de las 16 que exige la 
norma. El resto de las piezas sin tratar se pusieron en contacto con el hongo a razón de dos 
piezas por placa, retirando una placa por semana a partir de la quinta, con el fin de hacer un 
seguimiento de la biodegradación, hasta la semana 19. Todo este plan de trabajo se ha seguido 
para cada una de las especies de madera bajo estudio, necesitando en total 172 piezas de cada 
especie.  
A continuación en la Figura 4.13 se puede observar un esquema de todas las piezas 
numeradas para cada una de las especies de madera, su disposición en placas inoculadas o no 
y los tratamientos a los que han sido sometidas mediante el código de colores.  
(a) (b)
(c) (d)
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Figura 4.13. Esquema de distribución de especímenes de madera para cada una de las especies, exposición a cada 
uno de los hongos para determinar la resistencia a la biodegradación, muestras destinadas al control de virulencia 
en placas Petri sin inocular y las piezas no tratadas en placas inoculadas para el seguimiento semanal de la 
degradación.  
Una vez pasado el tiempo establecido de exposición para los especímenes, se retiró el 
exceso de micelio que se encontraba presente sobre las muestras de madera, se secó en 
estufa como indica la norma y se determinó su peso seco final para calcular el porcentaje de 
pérdida de peso.  
ENSAYOS NORMALIZADOS DE RESISTENCIA A LA BIODEGRADACIÓN 
Los ensayos de resistencia a la biodegradación llevados a cabo en el Instituto Nacional 
de Investigación y Tecnología Agraria y Alimentaria (INIA) siguieron exhaustivamente las 
condiciones que se determinan en la norma europea EN 113. En este caso las especies de 
madera empleadas fueron Pinus sylvestris y Fagus sylvatica. Las piezas tenían el tamaño 
establecido por la norma y su peso medio se puede observar en la Tabla 4.4.  
Tabla 4.4. Peso seco medio de los especímenes de cada especie de madera que fueron sometidas a tratamientos con 
fenoles y lacasas y posteriormente expuestas al ataque por hongos. 
MADERA PESO SECO MEDIO (g) 
Pinus sylvestris 7,87 ± 0,23 
Fagus sylvatica 11,03 ± 0,34 
Coniophora puteana Trametes versicolor AJN1
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5 Tratamiento 6 Tratamiento 7 Tratamiento 8
113   
114
119   
120
117   
118
115  
116
125   
126
123   
124
121   
122
131   
132
129   
130
127   
128
133   
134
139   
140
137   
138
135  
136
145   
146
143   
144
141   
142
151   
152
149   
150
147   
148
153   
154
159   
160
157   
158
155  
156
165   
166
163   
164
161   
162
171   
172
169   
170
167   
168
Coniophora puteana Trametes versicolor AJN1
Resistencia a la 
biodegradación
1 15
29
435771
85
99 2 16
30
445872
86
100
3 17
31
455973
87
101 4 18
32
466074
88
102
5 19
33
476175
89
103 6 20
34
486276
90
104
7 21
35
496377
91
105 8 22
36
506478
92
106
9 23
37
516579
93
107 10 24
38
526680
94
108
11 25
39
536781
95
109 12 26
40
546882
96
110
13 14 27 28 41 42 55 56 69 70 83 84 97 98 111 112
Control de virulencia
Control semanal
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Las piezas de madera fueron numeradas y distribuidas en el número establecido para 
realizar los tratamientos elegidos. En cada caso se trataron 16 piezas de Pinus sylvestris y 8 
piezas de Fagus sylvatica como se puede observar en la Figura 4.14.  
 
Figura 4.14. Especímenes de madera a emplear para cada uno de los tratamientos: (a) Pinus sylvestris y (b) Fagus 
sylvatica. 
En estos ensayos únicamente se trataron los especímenes con el compuesto 4-cloro-2-
metoxifenol, el resto de los fenoles empleados en los estudios previos no fueron testados. La 
madera fue tratada como se describe en el punto 4.2.6.1, pero en este caso el tampón 
empleado como solución fue tampón fosfato pH 7,3 (100mM) y el tratamiento se realizó a 
70°C. La relación solución/madera fue de 3ml/g (Tabla 4.5 y Figura 4.15).  
Tabla 4.5. Tratamientos llevados a cabo para cada una de las especies de madera.  
TRATAMIENTOS 
1 Lacasa 
2 4-cloro-2-metoxifenol 
3 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa 
(a)
(b)
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Figura 4.15. Especímenes de (a) Pinus sylvestris y (b) Fagus sylvatica sumergidos en las soluciones de tratamiento.  
Según la normativa, ambas especies de madera no fueron expuestas a los mismos 
hongos. Los especímenes de Pinus sylvestris se pusieron en contacto con Coniophora puteana, 
Postia placenta y Gloeophyllum trabeum. Los especímenes pertenecientes a la especie Fagus 
sylvatica únicamente se pusieron en contacto con el hongo Trametes versicolor. Para ambas 
especies se destinaron especímenes testigo para cada uno de los tratamientos. 
El tiempo de exposición a los hongos, el acondicionamiento, la pesada, etc., se 
realizaron como está indicado en la norma EN 113.  
 HIDROFOBIZACIÓN DE LA MADERA MEDIANTE EL COMPUESTO FENÓLICO LAURIL GALATO 4.2.2.2
Los ensayos de hidrofobización se realizaron únicamente con láminas de madera de 
Fagus sylvatica suministradas por la empresa FORESA (Caldas de Reis).  
TRATAMIENTO CON LACASA LIBRE 
El tratamiento de la madera se llevó a cabo en condiciones de atmósfera de vacío, pero 
una vez las piezas ya estaban sumergidas en la solución de tratamiento. Se empleó el 
compuesto fenólico hidrofóbico lauril galato en un rango de concentración entre 0,1 y 2mM. El 
tampón de solución fue tampón fosfato pH 7,3 (100mM) con un 30% de acetona y lacasa con 
una actividad de 10U/ml. La madera se sumergió en la solución a razón de 10ml/g. El 
tratamiento se llevó a cabo durante 2 horas a 50°C.  
(a)
(b)
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En los primeros ensayos se evaluó un pretratamiento con lignina (ENCE KL), 
sumergiendo la madera en una solución de lignina en concentración 1,5g/l a pH 7,3 durante 2 
horas a 70°C con una cantidad de lacasa de 4U/ml (Gouveia et al., 2013). Tras este proceso, la 
madera se lavó con agua destilada, se secó y se sometió al tratamiento con lauril galato como 
se indica anteriormente.  
En algunos casos se realizó la extracción con acetona en Soxhlet de las piezas de F. 
sylvatica tras el tratamiento, siguiendo la norma TAPPI T-264 que se explicará en el punto 
4.2.8.1.  
TRATAMIENTO CON LACASA INMOVILIZADA 
En este caso se utilizó para el tratamiento la lacasa de M. thermophila inmovilizada en 
soporte de agarosa glioxil a pH10. El lauril galato estaba presente en concentración 1mM en 
tampón fosfato pH 7,3 (100mM) y 30% de acetona. La actividad lacasa fue de 10U/ml. El 
tratamiento se realizó a 50°C. 
El tratamiento se llevó a cabo estando en contacto la agarosa con la madera y estando 
la agarosa en un mini-reactor (Figura 4.16) del que se obtuvo una solución con lauril galato 
oxidado, que posteriormente se puso en contacto con la madera.  
 
Figura 4.16. Mini-reactor de 10 ml equipado con entrada y salida de solución de lauril galato. 
En el primer caso, la agarosa permaneció directamente en contacto con la madera y las 
piezas se retiraron del medio a distintos tiempos para comprobar el grado de hidrofobización. 
En el segundo caso, se obtuvo una solución de lauril galato oxidado que posteriormente se 
puso en contacto con la madera, se establecieron distintos tiempos de residencia en el reactor 
y diferentes tiempos de contacto entre la madera y la solución que contenía el radical del lauril 
galato.  
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 TRATAMIENTO DE MADERA PARA ANÁLISIS SUPERFICIAL 4.2.2.3
Las especies de madera escogidas para la realización de estos ensayos fueron 
Eucalyptus globulus y Fagus sylvatica. Las muestras de madera de eucalipto se cortaron de 
manera que fuesen lo más finas, lisas y homogéneas posibles, en piezas de aproximadamente 
0,1g. Las muestras de haya se obtuvieron de láminas que normalmente se usan para revestir 
tableros de fibras, por lo que cumplía estas cualidades y simplemente se cortaron en trozos 
más pequeños de aproximadamente 0,035g (Figura 4.17).  
 
Figura 4.17. Muestras de madera a tratar para el análisis de XPS: (a) Eucalyptus globulus y (b) Fagus sylvatica.  
El tratamiento de las piezas se llevó a cabo como se indica en la norma EN 113, 
sometiendo los especímenes a una atmósfera de vacío. El tampón utilizado fue fosfato pH 7,3 
(100mM) y la concentración de cada uno de los fenoles fue diferente por motivos de 
solubilidad. El 4-cloro-2-metoxifenol fue aplicado en concentración 10mM y el lauril galato 
1mM. La solución de lauril galato contenía un 30% de acetona. La concentración de lacasa fue 
de 20U/g de madera seca. La relación es de 10ml de solución por gramo de madera. El 
tratamiento se realizó durante 2 horas a 50°C.  
Una vez finalizado el tratamiento, las muestras fueron lavadas, bien con agua 
destilada, con acetona al vacío o mediante una extracción con acetona en Soxhlet.  
4.2.3 MÉTODOS DE ANÁLISIS 
 EXTRACCIÓN DE SUSTANCIAS EXTRAÍBLES  DE LA MADERA. NORMA TAPPI T264 4.2.3.1
En algunos casos se procedió a retirar los extractivos contenidos en las muestras de 
madera. Dependiendo de las muestras o el ensayo realizado, esta extracción se llevó a cabo 
antes y después del tratamiento o únicamente antes.  
(a) (b)
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Las muestras de madera se situaron en un cartucho de celulosa adaptado para 
introducirse en un sistema Soxhlet. La extracción se realizó con 200ml de acetona en reflujo 
durante 8 horas, haciendo pasar la acetona por las muestras a razón de 4 ciclos por hora. Tras 
este proceso la madera se lavó con agua caliente para eliminar los restos de acetona.  
Posteriormente se introdujeron las piezas de madera en un matraz Erlenmeyer con 500ml de 
agua destilada que se introdujo en un baño hirviendo durante 1 hora. La madera se lavó y secó 
al aire.  
 ANÁLISIS POR ESPECTROSCOPÍA FOTOELECTRÓNICA DE RAYOS X (XPS) 4.2.3.2
La técnica se basa en irradiar la muestra que se quiere caracterizar con fotones con 
suficiente energía para interaccionar con los electrones de los orbitales atómicos. Se produce 
una transferencia de energía total del fotón hacia el electrón siendo éste emitido desde el 
átomo. La técnica de XPS es sensible a la superficie, esto se debe a que los electrones poseen 
menos habilidad para atravesar los sólidos que los rayos X, solamente penetran 10nm. Por lo 
tanto los electrones emitidos por los rayos X que han penetrado más allá de las primeras capas 
de superficie, no pueden escapar de la muestra y alcanzar el detector. 
El análisis de las muestras fue realizado con el equipo Thermo Scientific K-Alpha ESCA 
equipado con una fuente de rayos X donde el ánodo es de Al-Kα y la radiación es 
monocromatizada a 1486,6 eV. Debido a la naturaleza no conductiva de las muestras, fue 
necesario utilizar un flujo de electrones que redujese su carga superficial y un flujo de baja 
energía de iones argón. Las partes y estructura del espectrómetro puede observarse en la 
Figura 4.18. 
En el análisis de XPS se realiza un amplio barrido del espectro, cubriendo un rango de 
unos 1000eV y posteriormente se detalla en rangos más pequeños. Tras el primer barrido 
amplio, es necesario realizar espectros locales de alta resolución sobre cada una de las señales 
detectadas en el barrido anterior. Las medidas de XPS se realizaron aplicando una radiación de 
1486,6 eV. Los fotoelectrones fueron recogidos en un ángulo de 90° con respecto a la 
superficie de la muestra. Las medidas se tomaron en el modo de Constant Analyser Energy 
(CAE) con una energía de 100eV para el espectro general y de 30eV para el espectro de alta 
resolución. La composición elemental de la superficie fue determinada mediante la 
fotoemisión estándar Scofield.  
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Figura 4.18.  Espectrómetro Fotoelectrónico de Rayos X K-Alpha (Thermo Scientific). 
Los análisis cuantitativos se realizaron mediante el estudio de las áreas generadas por 
los picos de cada uno de los elementos, determinando así el porcentaje de cada uno de ellos. 
Además del análisis elemental de la superficie, es posible obtener datos sobre la variación de 
los distintos grupos funcionales presentes mediante los espectros de alta resolución realizando 
deconvoluciones de las señales de los distintos elementos (Inari et al., 2006). Los resultados 
fueron obtenidos en dos tipos de espectros: un espectro de reconocimiento de 0 a 1350eV y 
espectros de alta resolución para las regiones C1s, N1s y Cl2p. La ratio O/C fue calculado de los 
resultados obtenidos en el espectro de reconocimiento y los espectros de alta resolución 
fueron empleados para determinar los tipos de enlace del átomo de carbono mediante el 
ajuste y la deconvolución de la región C1s en los diferentes picos C1, C2, C3 y C4, con el 
software Advantage (Thermo Scientific).  
 ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE IONES SECUNDARIOS POR TIEMPO DE VUELO (TOF-SIMS) 4.2.3.3
La espectrometría de masas de iones secundarios por tiempo de vuelo (TOF-SIMS) 
presenta un conjunto de atractivas características entre las que podemos resaltar la elevada 
resolución espacial en la generación de imágenes con información elemental y molecular y su 
gran sensibilidad. Esta información elemental y molecular no se puede obtener por técnicas 
tradicionales como el XPS. Se puede obtener información química detallada y la fórmula 
empírica basándose en espectros existentes en la bibliografía. La sensibilidad de detección 
para los elementos es del orden de ppm.  
Ajuste altura de la cámara de vacío
Pletina de la cámara de vacío
Detector
Fuente de Rayos X
Reflejo de la óptica
Carga de la muestra
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En este caso, el equipo empleado para la obtención de la espectrometría de masas y el 
mapeado de la zona fue un instrumento de TOF-SIMS IV procedente de Ion-Tof GmbH 
Germany. Las muestras son bombardeadas con un haz pulsado de iones de bismuto (Bi3+) a 
25keV con un ángulo de incidencia de 45°. El área a analizar fue de 400µmx400µm. Los iones 
secundarios generados fueron extraídos con un voltaje de 10kV y su tiempo de vuelo desde la 
muestra al detector fue medido mediante un espectrómetro de masas. El espectro de masas 
de los iones secundarios fue obtenido dentro del rango m/z=0 a m/z=100.  
 DETERMINACIÓN DEL ÁNGULO DE CONTACTO Y LA HIDROFOBICIDAD 4.2.3.4
Se utilizó un goniómetro de tamaño reducido (160x55x42), Pocket Goniometer PG-2 
(Figura 4.19), perteneciente al Dr. Pío Manuel González Fernández del Departamento de Física 
Aplicada de la Universidade de Vigo. Incluye una cámara integrada que realiza fotografías de la 
gota de agua sobre la superficie, pudiendo calcular el ángulo de contacto, la superficie de 
contacto, la altura de la gota y su volumen. La gota se depositó en la superficie de la muestra 
de madera de forma manual, con el dispensador incluido, intentando que sea siempre del 
mismo tamaño.  
 
Figura 4.19. Detalle del equipo utilizado: (a) Goniómetro (Pocket goniometer), (1b) dispensador manual del 
disolvente e (2b) instrumento de calibración, (c) soporte de la muestra, con una cámara integrada y se puede 
observar la aguja del dispensador manual.   
(a)
(b) (c)
1 2
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El dispositivo va acompañado de un software (PG-X software) que permite realizar 
medidas del ángulo de contacto estáticas, dinámicas, medidas de histéresis y determinación de 
la tensión superficial.  
 ANÁLISIS DE LA SUPERFICIE DE MADERA MEDIANTE ESPECTROSCOPÍA INFRARROJA (FTIR) 4.2.3.5
Las muestras fueron analizadas en un espectrómetro de  infrarrojo FT/IR 4100 Fourier 
Transform Infrared Spectrometer de Jasco, equipado con reflectancia total atenuada (ATR), en 
modo de absorbancia y con un rango de lectura entre 500 y 4000cm-1. Cada uno de los 
espectros realizados acumuló 30 scans con una resolución de 4cm-1 y los resultados fueron 
analizados con el software OMNIC Suite (Thermo Scientific). Previo a su análisis, las muestras 
de madera fueron secadas en estufa a 60°C durante 4 horas, con el objetivo de eliminar toda el 
agua presente. 
 MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO (SEM) 4.2.3.6
Las muestras fueron recubiertas por una capa de oro en condiciones de vacío durante 
dos minutos mediante un equipo de Sputtering Emitech K550X (Gala Instrumente – Alemania) 
(Figura 4.20). 
 
Figura 4.20. Equipo de preparación de muestras para microscopia electrónica de barrido: (a) equipo de Sputtering 
Emitech K550X, (b) deposición de capa de oro sobre las muestras de madera, en violeta se observa la nube de iones.  
Las fotografías fueron realizadas mediante un equipo de microscopía electrónica de 
barrido (SEM) Philips XL30 (Figura 4.21).  
(a) (b)
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Figura 4.21. Microscopio electrónico de barrido Philips XL30. 
 MICROSCOPÍA ÓPTICA 4.2.3.7
Las fotografías obtenidas por microscopía óptica fueron obtenidas mediante un equipo 
Nikon Eclipse E800 equipado con una cámara Nikon DS-U2 controlada mediante el software 
NIS-Elements Microscope Imaging Software.  
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.3.1 ESTUDIO SUPERFICIAL DE MADERA (XPS Y TOF-SIMS) 
El análisis superficial de diversos materiales lignocelulósicos mediante la técnica de XPS 
es de gran interés para la determinación de su composición elemental y establecer así la 
influencia de diversos tratamientos (Inari et al., 2006), el efecto del envejecimiento natural 
(Popescu et al., 2009), así como de los efectos ambientales (Kocaefe et al., 2012).  
Es por ello que, en esta fase del estudio, en la cual se quiere determinar la capacidad 
de las lacasas para proporcionar nuevas propiedades a la madera mediante el grafting de 
compuestos fenólicos, la técnica de XPS puede ser una herramienta fundamental que permita 
aclarar qué cambios se están produciendo en la composición superficial de la madera tras los 
tratamientos ensayados.  
Hoy en día el XPS es el método de caracterización de superficies más ampliamente 
utilizado. La popularidad de esta técnica deriva del alto contenido de información que 
suministra y la flexibilidad para ser utilizada en una gran variedad de muestras. El análisis más 
básico de XPS puede proporcionar información cualitativa y cuantitativa de todos los 
elementos presentes excepto hidrógeno y helio. La técnica de XPS ha sido ampliamente 
utilizada para la investigación de la superficie de distintos materiales lignocelulósicos como el 
papel (Johansson et al., 1999; Johansson, 2002; Koljonen et al., 2003; Johansson y Campbell, 
2004; Johansson et al., 2004; Li y Reeve, 2004; Fardim et al., 2005; Johansson et al., 2005) o la 
madera (Sinn et al., 2001; Sinn et al., 2004; Šernek et al., 2004; Nzokou y Kamdem, 2005; Inari 
et al., 2006; Popescu et al., 2009).  
La madera es un material muy heterogéneo, cuya composición varía en función de la 
especie, de la localización del árbol e incluso de la parte de éste de donde se toma la muestra. 
Así por ejemplo, las maderas de angiospermas y gimnospermas se diferencian no sólo en sus 
estructuras anatómicas, sino también en la cantidad de lignina y hemicelulosas como se ha 
comentado anteriormente. Además, la cantidad y tipo de extractivos presentes puede diferir 
mucho de unas especies a otras (Inari et al., 2010). Todas estas variaciones han de tenerse en 
cuenta a la hora de analizar los datos resultantes del espectro de XPS de una muestra de 
madera, además de evitar en todo lo posible cualquier tipo de contaminación de la muestra 
debido a la exposición a la atmósfera o su inadecuada manipulación. A pesar de que la mayoría 
de los estudios de caracterización de madera con esta técnica aporta valiosa información 
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cualitativa, muchos de los resultados cuantitativos no son reproducibles (Inari et al., 2006). 
Debido a la heterogeneidad de la madera el análisis superficial es complicado y es necesaria 
una elección adecuada del procedimiento de muestreo así como una interpretación crítica de 
los resultados.  
Esta técnica será la base para el estudio de la funcionalización de la superficie de la 
madera con diversos compuestos que proporcionan diversas propiedades. De esta forma se 
analizará si el enlace entre la madera y los radicales de compuestos fenólicos es estable y varía 
tanto el porcentaje de elementos de superficie como de grupos funcionales en la madera 
tratada. 
El E. globulus o eucalipto común ha sido la madera seleccionada para la realización de 
estos tratamientos. Se define como un árbol perenne que puede alcanzar los 60m de altura. La 
copa es piramidal, alta y poco densa. El tronco es poco redondo y bastante grueso con una 
corteza de color grisáceo. Su distribución natural está limitada a la costa meridional de 
Australia en las zonas más frías. Esta especie ha sido introducida en numerosos países de todos 
los continentes, en zonas tropicales y templadas como Sudáfrica, India, Brasil, Portugal, 
Argentina, Chile y España, siendo su principal aplicación la provisión de madera con fines 
energéticos y de fibra para la industria de la celulosa. En España se cultiva desde 1850, 
localizándose principalmente en Galicia, Asturias y Cantabria en el norte y en Huelva y Sevilla 
en el sur. En Galicia, el área de plantación de E. globulus comprende una superficie de 320.823 
Ha. Considerando la rápida velocidad de crecimiento de esta especie y que su producción en 
Galicia supone más del 50% de las talas anuales, el empleo de la madera de eucalipto para 
productos de alto valor como alternativa a la industria del papel ha aumentado su relevancia 
en los últimos años. La madera de eucalipto se caracteriza por su elevada densidad (0,9g/cm3) 
y dureza, así como por sus excelentes propiedades mecánicas, facilidad de curvado y 
resistencia al impacto. Recientemente, la tecnología solventó problemas que dificultaban el 
serrado, secado y encolado de la madera de eucalipto, haciendo posible su uso para nuevas 
aplicaciones en el campo de la carpintería y la construcción, sustituyendo la madera de árboles 
frondosas (García Esteban y Guindeo Casasús, 1989; Bermúdez Alvite et al., 2002; Touza 
Vázquez y González Prieto, 2007). Esta evolución en el empleo de la madera de eucalipto 
implica un mayor interés en la búsqueda de tratamientos que doten de nuevas propiedades o 
características a esta madera, cada vez más demandada en el mercado.  
En el presente trabajo, la capacidad de los tratamientos de grafting con lacasa se 
valoró empleando un compuesto modelo, como el 4-cloro-2-metoxifenol, que resulta 
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fácilmente detectable mediante la técnica de XPS gracias a su contenido en cloro. De esta 
manera se determinará si la lacasa tiene la capacidad de unir de forma estable este compuesto 
a la base lignocelulósica de la madera. 
La materia prima empleada fue madera procedente de la albura de eucalipto. Esta 
madera fue cortada en pequeñas piezas redondas de aproximadamente 0,65g (15mm de 
diámetro y 7mm de alto) que posteriormente se tallaron en finas láminas de 0,1g (Figura 4.22). 
Previamente al tratamiento con lacasa, estas láminas fueron sometidas a una extracción en 
Soxhlet siguiendo los pasos establecidos en la norma TAPPI T-264 con el fin de retirar cualquier 
sustancia extraíble.  
 
Figura 4.22. Láminas de E. globulus.  
Tras el tratamiento de extracción las piezas fueron sometidas a cuatro tratamientos 
diferentes, de los cuales los tres primeros son controles del cuarto (Tabla 4.6).  
Tabla 4.6. Tratamientos realizados en piezas de E. globulus para el posterior análisis con XPS.  
TRATAMIENTOS 
1 Tampón fosfato pH 7,3 (100mM) 
2 Lacasa 20U/g 
3 4-cloro-2-metoxifenol 
4 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa 
Se trataron piezas con o sin extractivos, con el fin de comparar resultados entre ambas 
condiciones. Los tratamientos se realizaron durante 2 horas a 50°C, tras someter previamente 
las piezas ya sumergidas a condiciones de vacío durante 15 minutos, permitiendo que la 
solución penetre a través de los poros de la madera. Se puede apreciar el cambio tanto en las 
soluciones como en la madera tratada en la Figura 4.23. Tras cada uno de los tratamientos, 
todas las piezas fueron lavadas con acetona en condiciones de vacío durante 5 minutos, 
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realizándose 3 lavados consecutivos y un cuarto y último lavado en agua destilada en las 
mismas condiciones.  
 
Figura 4.23. Tratamiento de las piezas de E. globulus: láminas sumergidas en la solución de tratamiento (a) antes de 
este y (b) después, (c) piezas una vez tratadas donde se puede apreciar el cambio de color debido al tratamiento. Los 
distintos tratamientos T1, T2, T3 y T4 se definen en la Tabla 4.6. 
Todo el proceso experimental fue llevado a cabo con el máximo cuidado para evitar 
cualquier tipo de contaminación de las muestras, que modificarían por completo el resultado 
del análisis superficial por XPS. Todos los tratamientos se realizaron por duplicado.  
Inicialmente se estudió el efecto de la presencia de los extractivos en el grafting con 
lacasa. En la Tabla 4.7 se pueden observar los resultados del contenido de C1s y O1s obtenidos 
de los espectros de reconocimiento del análisis de XPS.  
Anteriormente se ha comentado que la técnica de XPS es muy sensible a posibles 
contaminaciones por mala manipulación y exposición al ambiente. En consecuencia, la 
caracterización elemental basada en los datos obtenidos del análisis por XPS ha de realizarse 
correctamente evitando la obtención de conclusiones incorrectas. La madera es un material 
muy heterogéneo, su composición no sólo difiere en función de la especie, sino también en 
función de la zona del tronco, la albura o el duramen, donde se realice el análisis. El contenido 
en extractivos, así como la variabilidad de estos, pueden ocasionar interpretaciones erróneas 
de los datos obtenidos.   
(a)
(b)
(c)
T1           T2           T3            T4 
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Tabla 4.7. Ratio O/C y composición elemental (%) de la superficie de láminas de E. globulus obtenida de los 
espectros de reconocimiento del análisis por XPS.  
 RATIO O/C  C1S O1S 
TRATAMIENTOS 
Sin 
extracción 
Con 
extracción 
Sin 
extracción 
Con 
extracción 
Sin 
extracción 
Con 
extracción 
Tampón 0,41 ± 0,01 0,45 ± 0,08 70,3 ± 0,2 67,2 ± 4,0 28,7 ± 0,4 30,1 ± 3,6 
Lacasa 0,39 ± 0,01 0,42 ± 0,07 69,6 ± 0,8 67,4 ± 3,8 26,9 ± 0,7 28,2 ± 3,5 
4-cloro-2-
metoxifenol 
0,39 ± 0,03 0,47 ± 0,08 69,7 ± 2,3 67,3 ± 3,0 27,3 ± 0,8 31,1 ± 3,5 
4-cloro-2-
metoxifenol + lacasa 
0,35 ± 0,00 0,38 ± 0,02 70,7 ± 0,1 68,7 ± 0,7 24,7 ± 0,1 25,9 ± 1,1 
Inari et al. (2010) demostraron que cantidades altas de extractivos lipofílicos en la 
madera de coníferas procedente de abeto de Noruega (Picea abies Karst) y pino (P. sylvestris) 
resultaban una limitación para su análisis por XPS. Este obstáculo se debe a la migración de los 
extractivos hacia la superficie de la madera al ser sometida durante el análisis a una atmósfera 
de vacío. A pesar de que los resultados aquí presentados son del análisis de la albura de E. 
globulus, y que por tanto el contenido en extractivos es menor que en el duramen (Morais y 
Pereira, 2012), el efecto de la presencia de éstos es claro. Los resultados de porcentaje de los 
componentes C1s y O1s de la Tabla 4.7, muestran una mayor variabilidad en las réplicas 
cuando las muestras de eucalipto fueron sometidas a la extracción mediante acetona, para 
cualquiera de los tratamientos llevados a cabo. La dificultad de retirar por completo el 
contenido en extractivos de las muestras de madera ocasiona que la heterogeneidad en la 
superficie de las diferentes réplicas aumente, justificando el incremento en la dispersión de los 
datos obtenidos (Inari et al., 2010).  
Del estudio comparativo entre las muestras sometidas a extracción y las que no 
sufrieron ese proceso, es posible afirmar que la migración realizada por los extractivos 
ocasionó un aumento notable del porcentaje de C1s en la composición elemental de las 
muestras sin extracción.  Este fenómeno no se detectó cuando las muestras de madera fueron 
sometidas a la extracción con acetona. Como resultado de este aumento en el porcentaje de 
O1s y la disminución en C1s, el ratio O/C fue incrementado entre un 10 y un 20% tras el 
tratamiento de extracción. La relación O/C de los extractivos presentes en madera es baja 
(0,11 teórica) (Laine et al., 1994), por lo que su eliminación produjo un aumento de esta 
relación, tal y como se muestra en la Tabla 4.8.  
El componente C1s analizado en un espectro de alta resolución fue deconvolucionado 
en cuatro componentes mediante la aplicación de gaussianas. Esta separación permite tener 
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un mayor conocimiento de los grupos funcionales en los que están implicados los átomos de 
carbono, dividiéndose en los componentes C1, C2, C3 y C4 (Tabla 4.8). 
Tabla 4.8. Componentes deconvolucionados del espectro de alta resolución C1s.  
COMPONENTES GRUPOS FUNCIONALES 
C1 C-C, C-H  (284,6eV) 
C2 C-O   (286,6±0,15eV) 
C3 C=O, O-C-O   (288.0 ± 0.2eV) 
C4 O=C-O   (289.1 ± 0.3eV) 
Los resultados del porcentaje de cada uno de los componentes están representados en 
la Tabla 4.9.  
Tabla 4.9. Porcentaje de grupos funcionales correspondientes a la deconvolución del espectro de alta resolución del 
componente C1s.  
SI
N
 E
X
TR
A
C
C
IÓ
N
 
TRATAMIENTO C1 C2 C3 C4 C1/C2 RATIO 
Tampón 46,4 ± 0,6 43,3 ± 0,7 8,7 ± 0,5 1,7 ± 0,6 1,07 
Lacasa 48,2 ± 4,1 40,7 ± 4,2 9,2 ± 0,8 2,0 ± 0,8 1,19 
4-cloro-2-metoxifenol 51,6 ± 1,1 38,3 ± 0,5 7,2 ± 0,7 3,0 ± 0,8 1,35 
4-cloro-2-metoxifenol 
+ lacasa 
50,8 ± 1,6 40,0 ± 0,8 7,5 ± 1,2 1,9 ± 0,5 1,27 
C
O
N
 E
X
TR
A
C
C
IÓ
N
 
TRATAMIENTO C1 C2 C3 C4 C1/C2 RATIO 
Tampón 45,7 ± 7,6 42,2 ± 2,6 9,4 ± 4,0 2,7 ± 1,3 1,08 
Lacasa 42,9 ± 8,6 44,2 ± 8,3 9,9 ± 0,8 3,1 ± 1,2 0,97 
4-cloro-2-metoxifenol 40,3 ± 12,2 46,8 ± 9,9 10,4 ± 2,0 2,6 ± 0,4 0,86 
4-cloro-2-metoxifenol 
+ lacasa 
44,2 ± 1,6 44,5 ± 1,1 8,3 ± 0,8 3,0 ± 1,3 0,99 
El trabajo presentado por Del Río (1998) dio a conocer los distintos compuestos que 
formaban parte de los extractivos de E. globulus, mediante el análisis por cromatografía de 
gases masas. Los resultados mostraron que el β-sitosterol y el éster de β-sitosterol eran los 
componentes lipofílicos mayoritarios, aproximadamente un 45% del total donde se incluyen 
ácidos grasos, ceras, cetonas, etc. Estos compuestos están formados principalmente por 
enlaces de tipo C-C y C-H, correspondientes al componente C1. Su presencia por lo tanto 
justifica que tanto el porcentaje de C1 como el ratio C1/C2 sean mayores en las muestras que 
no sufrieron un tratamiento de extracción. Tras la retirada de estas sustancias, el porcentaje 
correspondiente a la fracción C1 disminuye, aumentando a su vez el componente C2. Esta 
fracción C2 se corresponde con los grupos funcionales C-O presentes en la celulosa y 
hemicelulosa de la madera, estables y que no se ven afectados por el proceso de extracción. 
Este cambio en la relación entre las fracciones C1 y C2 se puede observar en la Figura 4.24. 
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Figura 4.24. Espectros de alta resolución del componente C1 de muestras tratadas con tampón (a) sin proceso de 
extracción previo y (b) tras éste. --- datos,       ajuste,       C1,       C2,       C3,       C4.  
Una vez analizado el efecto del proceso de extracción en la madera de E. globulus, 
atendiendo a los resultados de composición elemental de todos los tratamientos, se observa 
que la señal N1s, correspondiente a la cantidad de nitrógeno en superficie, muestra 
variaciones en función el tratamiento realizado. Los porcentajes de nitrógeno detectados en 
los espectros de reconocimiento del análisis por XPS se presentan en la Tabla 4.10.  
Tabla 4.10. Porcentajes del contenido en nitrógeno determinado por la señal N1s del análisis por XPS de muestras de 
E. globulus sometidas a distintos tratamientos.  
 N1S 
TRATAMIENTO Sin extracción Con extracción 
Tampón 0,75 ± 0,21 0,65 ± 0,07 
Lacasa 2,10 ± 0,14 3,25 ± 0,35 
4-cloro-2-metoxifenol 0,90 ± 0,00 1,05 ± 0,21 
4-cloro-2-metoxifenol + lacasa 1,15 ± 0,07 1,35 ± 0,92 
Como se puede observar, se obtuvieron niveles inferiores al 1% de la señal N1s cuando 
las muestras de madera no fueron tratadas con lacasa. Para las muestras en las que el 
tratamiento incluyó la enzima lacasa, la presencia de nitrógeno fue mayor, lo cual indica que, 
aún después de numerosos lavados con acetona y agua, la lacasa se mantuvo adsorbida a la 
superficie de la madera de forma estable. Un comportamiento similar fue revelado en el 
trabajo presentado por Saarinen et al. (2009) en el que, tras un análisis exhaustivo mediante 
microscopía de fuerza atómica, microbalance de cristal de cuarzo con disipación y XPS,  se 
determinó que existía una buena correlación entre la cantidad de lacasa adsorbida y el 
contenido de nitrógeno superficial detectado en celulosa y lignina. Se cree que interacciones 
electroestáticas e hidrofóbicas son las responsables del fenómeno de adsorción proteica sobre 
estas superficies, lo cual depende enormemente de las condiciones de pH y del sustrato sobre 
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el cual se produce. Esta información podría esclarecer el mecanismo de unión de las lacasas 
sobre diversas superficies y cómo afecta a la activación y el posible enlace químicoenzimático 
de diferentes compuestos a materiales lignocelulósicos (Saarinen et al., 2009). El contenido en 
nitrógeno superficial en las muestras tratadas cuando la lacasa se encuentra sola o en 
presencia del compuesto clorado es diferente. Cuando el tratamiento se realizó con lacasa y 4-
cloro-2-metoxifenol, el contenido en nitrógeno es menor que en el tratamiento con lacasa. Un 
comportamiento similar fue detectado por Kumar y Wyman (2008), los cuales concluyeron que 
la capacidad de adsorción de las celulasas a la celulosa está determinada por una situación de 
competencia. Cuando existe un compuesto soluble disponible para ser oxidado por la lacasa, el 
proceso de adsorción en la superficie de la madera es menor, al igual que ocurre entre las 
celulasas y la celulosa cuando se encuentran presentes azúcares solubles (Converse, 1992; 
Kumar y Wyman, 2008).  
El interés del análisis por XPS es también la determinación de potencial unión del 
compuesto clorado modelo a la madera. El siguiente paso en el análisis de los resultados 
obtenidos por XPS es poder determinar si el tratamiento con lacasa es capaz de unir de forma 
estable el 4-cloro-2-metoxifenol a la superficie de la madera de E. globulus. Existen dos modos 
de afirmar esta premisa en función de: 
- La modificación de la composición elemental de la superficie de la madera, en 
función de la composición elemental del compuesto fenólico 
- La presencia o ausencia de cloro,  
En la Tabla 4.7 ya comentada anteriormente, se observa que el ratio O/C en las 
muestras correspondientes al tratamiento con lacasa y 4-cloro-2-metoxifenol es menor que 
para cualquiera de los demás tratamientos, independientemente de si las muestras contenían 
o no extractivos. Teniendo en cuenta que la relación O/C para el compuesto clorado es de 0,38 
y para la madera ronda el 0,41 (dependiendo de si ha sido sometida a extracción), estos 
resultados sugieren que la presencia de este compuesto en la superficie de la madera 
disminuye esta relación. Se demuestra de esta forma que el grafting mediado por la enzima 
lacasa es posible. Adicionalmente, la presencia de cloro en la composición elemental permite 
verificar su unión de forma estable a la superficie de la madera. Como se observa en la Figura 
4.25, en la que se representa la señal Cl2p presente en el espectro de reconocimiento de las 
muestras de madera, no se detectó cloro en ninguna de las muestras tratadas con tampón, 
lacasa o 4-cloro-2-metoxifenol. Sin embargo, su presencia fue detectada cuando el compuesto 
clorado y la lacasa actuaron juntos.  
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Figura 4.25. Espectro de señal Cl2p para muestras (a) sin extracción y (b) con extracción.        tampón,       lacasa, 
       4-cloro-2-metoxifenol y       4-cloro-2-metoxifenol + lacasa. 
La posible adsorción de este compuesto modelo debe ser descartada ya que en las 
muestras control, tratadas únicamente con el fenol, no se detectaron niveles de cloro en la 
composición elemental. Este resultado sugiere que los sucesivos lavados realizados fueron 
capaces de eliminar cualquier resto del compuesto que no se encontraba unido 
covalentemente a la superficie de la madera, lo cual permite concluir a su vez que el grafting 
mediado por lacasa es estable. Numerosos ejemplos de esta capacidad de las lacasas para el 
coupling o grafting de diversos compuestos sobre materiales lignocelulósicos distintos pueden 
encontrarse en el artículo publicado por Kudanga et al. (2011). Ácidos fenólicos y aminas 
fenólicas, fluorofenoles, alquilaminas de larga cadena y aminoácidos fueron unidos de forma 
covalente a lignina, madera, pulpa de papel o celulosa para proporcionarles diversas 
propiedades como hidrofobicidad o resistencia a la biodegradación (Elegir et al., 2008; 
Kudanga et al., 2008; Kudanga et al., 2010a; Widsten et al., 2010; García-Ubasart et al., 2011; 
Kudanga et al., 2011; García-Ubasart et al., 2012).  
Determinar a qué componente de la madera se unió el compuesto clorado fue otro de 
los objetivos a evaluar en este apartado. Para ello se realizaron análisis de TOF-SIMS en los que 
se pudo obtener un mapeado molecular y elemental de compuestos específicos para poder 
determinar las asociaciones entre ellos en la superficie de la madera. En este caso se 
analizaron los iones secundarios negativos, obviando el espectro de iones positivos ya que el 
elemento de interés es el cloro. El área superficial para el análisis fue de 400µmx400µm y se 
realizaron 100 escaneos por cada mapa. El espectro de iones negativos fue calibrado utilizando 
los iones H-, C-, CH-, C2
-, C2H
-, C3
-, C3H
-, C4
-, C4H
-, C5
- y C5H
-, previamente a todos los análisis.  
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El objetivo es determinar si el compuesto fenólico clorado se asoció preferentemente 
con la lignina o con la celulosa. Para ello, en primer lugar es necesario conocer los iones 
secundarios que presentan cada uno de estos polímeros y poder reconocerlos en los mapas. 
Así mismo también se deben tener en cuenta los distintos isótopos de cloro que pueden estar 
presentes. Una representación de los distintos iones característicos de la celulosa y la lignina, 
los cuales fueron incluidos en los mapas, se puede observar en la Tabla 4.11. 
Tabla 4.11. Iones secundarios negativos representados en los mapas de TOF-SIMS                                                                 
(Kato et al., 2008; Zhou et al., 2011).  
MASA (m/z) ION NEGATIVO DESCRIPCIÓN 
34,97 ^35Cl
-
 Cloro 
36,97 ^37Cl
-
 Cloro 
59,02 C2H3O2
-
 Celulosa 
71,02 C3H3O2
-
 Celulosa 
108,01 C6H4O2
-
 Lignina 
121,01 C7H5O2
-
 Lignina 
123,02 C7H7O2
-
 Lignina 
149,03 C8H5O3
-
 Lignina 
151,02 C8H7O3
-
 Lignina 
166,03 C8H6O4
-
 Lignina 
167,03 C9H11O3
-
 Lignina 
181,02 C9H9O4
-
 Lignina 
La representación de estos iones en los mapas elaborados mediante TOF-SIMS se 
realizó mediante un código de colores. En primer lugar, se realizaron mapas independientes 
para el conjunto de iones que representa cada compuesto, los cuales indicaron la intensidad y 
distribución de cada uno de ellos. Una vez asignado un color para los iones de cada 
compuesto, se superpusieron los distintos mapas y se observó la combinación de colores final. 
Los mapas obtenidos para el análisis de la madera de eucalipto tratada con el compuesto 4-
cloro-2-metoxifenol pueden observarse en la Figura 4.26.  
Las imágenes que aparecen en la primera fila se corresponden con la distribución e 
intensidad de los iones de lignina, celulosa y cloro. La barra de intensidades que aparece a la 
izquierda de cada imagen es un indicativo de la intensidad de la señal de cada ion. El color 
negro significa ausencia de la señal, puntos de mínima o nula presencia del ion. En la parte 
inferior de cada imagen se indica el ion al que corresponde el mapa de distribución de 
intensidades y el valor TC (total counts) para cada uno de ellos. De esta forma los iones 
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pertenecientes a la lignina se asocian con el color rojo, los pertenecientes a la celulosa son de 
color verde y el átomo de cloro de color azul.  
 
Figura 4.26. Mapas de TOF-SIMS de distribución e intensidades para iones pertenecientes a la (a) lignina,                      
(b) celulosa y (c) cloro. Se representa (d) el producto de superponer las 3 imágenes (a), (b) y (c).  
La asociación entre los distintos compuestos se observa mediante la combinación de 
colores que se encuentran asociados a cada uno de ellos. De esta forma, la última imagen 
mostrada en la Figura 4.26 representa el producto de superponer las tres imágenes anteriores. 
La combinación de los colores indica la coincidencia o no en la distribución de los iones sobre 
la superficie. En este caso se puede observar que el color más extendido es el magenta, 
resultado de la combinación de rojo y azul, y por lo tanto de las zonas donde se encuentran los 
iones correspondientes a la lignina y al cloro. Aunque existen zonas blancas, donde se han 
combinado los tres iones, también aparecen zonas verdes que indican que la celulosa no se ha 
asociado con ninguno de los otros dos iones.  
Los resultados obtenidos permiten concluir que, aunque existen zonas en las que se 
puede observar una asociación de los tres compuestos, las áreas más representativas se 
corresponden con la combinación de los iones de lignina y cloro. Esto indicaría que la lacasa 
tiene la capacidad de unir los compuestos fenólicos a la lignina de forma preferente.  
(a) (b) (c)
(d)
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4.3.2 ESTUDIO DE RESISTENCIA A LA BIODEGRADACIÓN 
 ENSAYOS NO NORMALIZADOS DE RESISTENCIA A LA BIODEGRADACIÓN 4.3.2.1
Uno de los objetivos principales evaluados en esta tesis fue el incremento de la 
resistencia de la madera a la biodegradación por parte de hongos de podredumbre mediante 
el tratamiento con lacasa y distintos compuestos fenólicos, propuesto en este trabajo.  
La valoración de la resistencia a la biodegradación se realizó basándose en lo 
establecido por la norma europea EN 113, pero con diversas variaciones. Esto fue debido a la 
falta de instalaciones adecuadas y principalmente porque se quiso valorar la capacidad de los 
tratamientos con lacasa sobre especies de madera residentes en la zona noroeste de la 
Península Ibérica, por el interés que presentan en la industria maderera local. Las especies 
seleccionadas para los tratamientos fueron E. globulus, P. pinaster y P. radiata.  
Las características e importancia del eucalipto común fueron explicadas con 
anterioridad. El P. pinaster también conocido como pino gallego o pino negral es una conífera 
natural de la región mediterránea occidental y de la fachada atlántica. En España es el pino 
que ocupa de forma natural una mayor superficie. Puede alcanzar una altura de 20 a 30m. El 
tronco tiene tendencia a ser flexuoso y la corteza es de color pardo-rojizo y muy resquebrajada 
y gruesa. La aparición de curvaturas en el árbol provoca que se genere madera de compresión 
destinada a orientar el árbol a la posición vertical. La madera se caracteriza por una fuerte 
coloración, anillos anormalmente anchos y densidad alta. Este defecto condiciona su 
utilización en aplicaciones de construcción, por ello suele utilizarse para envases, embalajes y 
pallets (Castro et al., 2002). El P. radiata o pino de Monterrey es originario de California. 
Dependiendo del suelo y la zona puede alcanzar una altura de entre 10 y 40m. En comparación 
con el Pinus pinaster, este árbol mantiene verdes las ramas durante más tiempo originando 
copas más largas. El diámetro del tronco no suele superar el metro, debido a la corta vida de 
esta especie. Su madera presenta unas características muy similares a las del Pinus pinaster, 
pero con la ventaja de que es muy homogénea, siendo muy apreciada en la industria de la 
carpintería y el mueble. Recientemente su corteza se ha revalorizado para su uso como 
combustible. La madera es blanda, de color blanco amarillento, con una densidad de 0,5g/cm3. 
Su calidad es óptima para la obtención de pasta de papel (Castro et al., 2002).  
La madera de las especies seleccionadas fue cortada en pequeñas piezas redondas con 
el fin de que el soporte de contacto con el hongo fuesen placas de Petri, de forma que su 
tamaño se vio reducido comparado con el establecido por la norma europea. Las piezas fueron 
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sometidas al tratamiento con los compuestos fenólicos y lacasa en condiciones de vacío, 
permitiendo que la solución penetre al máximo posible en los poros de la madera, extrayendo 
el aire de su interior. Los compuestos fenólicos seleccionados fueron quercetín, siringaldehído 
y 4-cloro-2-metoxifenol. El quercetín es un pigmento flavonoide de origen natural, el cual, 
junto con otros polifenoles,  ha demostrado poseer actividad antifúngica (Tachibana et al., 
2005). Cheng et al. (2008) determinaron los que compuestos que presentan un grupo aldehído 
o un grupo ácido en su estructura, junto con un doble enlace conjugado y cadenas C-H fuera 
del anillo aromático, poseen actividad antifúngica. Por ello, el compuesto siringaldehído 
también fue incluido en los tratamientos. Los compuestos antifúngicos que contienen un 
sustituyente halogenado son comunes, por lo que el compuesto 4-cloro-2-metoxifenol se 
consideró como un buen candidato para el tratamiento de la madera. 
El tratamiento se realizó a una temperatura de 50°C durante dos horas, tras las cuales 
la madera simplemente fue escurrida y dispuesta para ser acondicionada a la temperatura y 
nivel de humedad que indica la norma. La oxidación de estos compuestos y su unión estable a 
la madera de las especies a tratar, provocó cambios en la coloración de las piezas de madera, 
como se puede observar en Figura 4.27. 
Las piezas tratadas y acondicionadas se distribuyeron en las placas donde el hongo 
creció, evitando el contacto directo entre la madera y el hongo mediante una red de plástico, y 
en las placas sin hongo para realizar el control de virulencia. La norma europea indica que el 
tiempo transcurrido desde el contacto entre la madera y los hongos debe ser de 16 semanas. 
En este caso, y con el fin de hacer un seguimiento de la degradación, se dispusieron piezas sin 
tratar en contacto con los hongos y a partir de la semana número 5 se inició un control 
semanal. La norma establece que tras las 16 semanas con T. versicolor debe existir un 20% de 
pérdida de masa para maderas de caducifolios y un 25% para maderas de coníferas. Si la 
pérdida de peso es menor, esos especímenes no deben ser considerados para el análisis de los 
datos. Los controles semanales no mostraron este nivel de biodegradación, por lo que el 
tiempo de contacto con los hongos se alargó hasta las 19 o 20 semanas dependiendo del 
hongo y aun así no se alcanzó el nivel mínimo exigido. Una vez se retiran los especímenes de 
madera del contacto con los hongos, antes de secar las muestras y pesarlas se eliminó todo el 
hongo posible adherido a su superficie, evitando retirar parte de la madera. Hay que prestar 
atención a que en muchos casos existía una diferencia importante en el nivel de colonización 
de las piezas de madera por parte de los hongos, lo que probablemente haya ocasionado una 
diferencia considerable de pérdida de peso entre réplicas (Figura 4.28). 
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Figura 4.27. Piezas de madera tras los diversos tratamientos: Madera de (a) P. pinaster y (b) P. radiata. La madera 
fue tratada con (1) tampón, (2) lacasa, (3) siringaldehído, (4) siringaldehído + lacasa, (5) quercetín, (6) quercetín + 
lacasa, (7) 4-cloro-2-metoxifenol y (8) 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa.  
 
Figura 4.28. Especímenes de E. globulus colonizadas por el hongo (a) T. versicolor durante 7 semanas y (b) 15 
semanas y el hongo (c) C. puteana durante 7 semanas. 
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A continuación se muestran los resultados de las réplicas que presentaron un mayor 
porcentaje de pérdida de masa para cada tratamiento, madera y hongo bajo estudio (Tabla 
4.12).  
Tabla 4.12. Mayor porcentaje de pérdida de peso detectado en piezas para los distintos tratamientos y especímenes 
de P. pinaster, P. radiata y E. globulus expuestos a los diferentes hongos degradadores.  
  % PÉRDIDA PESO 
 TRATAMIENTO C. PUTEANA T. VERSICOLOR AJN1 
P
. p
in
a
st
er
 
Tampón 0 0,720 0,933 
Lacasa 0 0,990 0,956 
Siringaldehido 0,117 0,365 0,759 
Siringaldehido + lacasa 0 0,516 0,748 
Quercetin 0 0,692 0,615 
Quercetin + lacasa 0 0,188 0,796 
4-Chloro-2-metoxyphenol 0 0,828 1,024 
4-Chloro-2-metoxyphenol + lacasa 0,331 0,389 0,846 
 TRATAMIENTO C. PUTEANA T. VERSICOLOR AJN1 
P
. r
a
d
ia
ta
 
Tampón 0,160 1,220 2,183 
Lacasa 0,787 1,359 1,223 
Siringaldehido 0,472 1,161 1,212 
Siringaldehido + lacasa 0 0,153 0,505 
Quercetin 1,503 1,163 1,672 
Quercetin + lacasa 0,303 1,132 0,725 
4-Chloro-2-metoxyphenol 0,155 0,709 1,639 
4-Chloro-2-metoxyphenol + lacasa 0,228 0,976 0,529 
 TRATAMIENTO C. PUTEANA T. VERSICOLOR AJN1 
E.
 g
lo
b
u
lu
s 
Tampón 1,153 1,732 5,283 
Lacasa 1,285 2,195 2,559 
Siringaldehido 2,161 2,310 1,197 
Siringaldehido + lacasa 0,792 2,078 1,097 
Quercetin 1,568 5,296 1,691 
Quercetin + lacasa 1,291 2,302 1,262 
4-Chloro-2-metoxyphenol 1,132 2,554 1,129 
4-Chloro-2-metoxyphenol + lacasa 0,424 1,266 0,750 
Los datos obtenidos, resultado de restar el peso final de los especímenes al peso inicial 
anterior a su exposición a los hongos, mostraron que en ningún caso se alcanzó el nivel mínimo 
de porcentaje de pérdida de peso establecido por la norma europea. La pérdida de peso fue 
muy baja, presentando una diferencia nula con el peso inicial en muchos casos y además la 
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variación entre réplicas fue notablemente alta. Por todo ello se determinó que los 
especímenes que presentaban menos de un 0,5% de pérdida de masa se considerarían una 
pérdida de peso nula y por tanto no se incluyeron en el análisis de datos. 
Teniendo en cuenta esta restricción, muchas de las réplicas fueron eliminadas, 
quedando, en algunos casos concretos, un sólo dato de porcentaje de biodegradación. Debido 
a esto, fue imposible realizar un análisis estadístico con los datos disponibles, simplemente se 
representó la media y la desviación en los casos en los que se pudo realizar. A pesar de ello, de 
manera cualitativa se pueden apreciar algunas diferencias entre las distintas maderas y los 
diferentes tratamientos a los que fueron sometidas. 
Sabiendo que los datos obtenidos no son fiables de forma estadística, basándose en el 
número de veces que se detecta cierto comportamiento, sí se ha podido establecer una 
tendencia dependiendo del tratamiento empleado. Como se observa en la Figura 4.29, la 
presencia de lacasa en el tratamiento de la madera mejora la resistencia a la biodegradación. 
Un ejemplo de este hecho son los resultados obtenidos para la biodegradación de madera de 
P. radiata en contacto con el hongo AJN1, donde se observó que las muestras tratadas con 
lacasa y los distintos fenoles presentaron una menor pérdida de peso que el resto de los 
tratamientos.  
 
Figura 4.29. Pérdida de peso de piezas de madera de P. radiata en presencia del hongo AJN1. Los tratamientos que 
se llevaron a cabo fueron con (1) tampón, (2) lacasa, (3) siringaldehído, (4) siringaldehído + lacasa, (5) quercetín, (6) 
quercetín + lacasa, (7) 4-cloro-2-metoxifenol y (8) 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa. 
Aunque en alguna de las condiciones ensayadas se observa que los resultados no son 
favorables para todos los tratamientos con lacasa y fenoles. Sin embargo, cabe destacar los 
resultados obtenidos en los tratamientos con lacasa y 4-cloro-2-metoxifenol. Este tratamiento 
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fue el que mostró una tendencia más clara como potencial preservante. Este hecho se puede 
observar en los resultados obtenidos para la degradación de P. pinaster, donde a pesar de que 
la lacasa, en este caso, no mejora la resistencia al hongo AJN1 cuando actúa con el 
siringaldehído o el quercetín, sí presentó un resultado positivo cuando se adicionó 
simultáneamente el 4-cloro-2-metoxifenol, ya que mostró un porcentaje de degradación 
despreciable según el criterio establecido anteriormente, como se puede observar en la Figura 
4.30. 
 
Figura 4.30. Pérdida de peso de piezas de madera de P. pinaster en contacto con el hongo AJN1. Los tratamientos 
que se llevaron a cabo fueron con (1) tampón, (2) lacasa, (3) siringaldehído, (4) siringaldehído + lacasa, (5) quercetín, 
(6) quercetín + lacasa, (7) 4-cloro-2-metoxifenol y (8) 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa. 
Esta tendencia se ha seguido de igual forma en los resultados obtenidos para la 
biodegradación de E. globulus en presencia de T. versicolor y AJN1 (Figura 4.31). Las muestras 
tratadas con lacasa y siringaldehído o quercetín no incrementaron la resistencia de la madera a 
la degradación por estos hongos, incluso en algunos casos la presencia de la enzima lacasa 
favoreció una mayor pérdida de peso. Por el contrario, tras el tratamiento con lacasa y 4-cloro-
2-metoxifenol se detectó menor porcentaje de pérdida de peso en comparación con el 
tratamiento donde el fenol se encuentra sólo. El mismo efecto se observa si se compara con 
los demás tratamientos.  
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Figura 4.31. Pérdida de peso de piezas de madera de E. globulus en contacto con los hongos (a) T. versicolor y         
(b) AJN1. Los tratamientos que se llevaron a cabo fueron con (1) tampón, (2) lacasa, (3) siringaldehído,                            
(4) siringaldehído + lacasa, (5) quercetín, (6) quercetín + lacasa, (7) 4-cloro-2-metoxifenol y                                                
(8) 4-cloro-2-metoxifenol + lacasa.  
Como conclusión, se deduce que de todas las posibles combinaciones de especies de 
madera y hongos degradadores, el tratamiento con lacasa y 4-cloro-2-metoxifenol ejerce un 
mayor efecto, incrementado la resistencia a la biodegradación de la madera. Es por ello que 
este tratamiento fue el elegido para realizar los experimentos de resistencia a la 
biodegradación por hongos de podredumbre siguiendo la norma europea EN 113.  
 ENSAYOS NORMALIZADOS DE RESISTENCIA A LA BIODEGRADACIÓN 4.3.2.2
El tratamiento de las muestras de madera se realizó en el laboratorio de Bioprocesos, 
tras el cual las muestras fueron trasladadas y su exposición a los hongos y seguimiento se llevó 
a cabo en las instalaciones del INIA bajo la supervisión de la Dra. Mª Teresa de Troya.  
Las maderas a tratar fueron P. sylvestris y F. sylvatica. P. sylvestris es conocido como 
pino silvestre o pino albar. Se trata de un árbol bastante alto, superando los 30m. Tiene un 
porte cónico-piramidal y en su madurez se va deformando teniendo menos ramas en la parte 
sometida a sombra. El tronco es recto y cilíndrico, con una corteza asalmonada en su estado 
maduro. Su madera es resinosa de buena calidad, con troncos rectos y poco nudosos. Su 
dureza es mediana, por lo que se ha utilizado en construcción, ebanistería y carpintería. Ha 
sido empleada también para estructuras que se mantienen a la intemperie como vallas, postes 
de telégrafo o traviesas (García Esteban, 2002). La especie F. sylvatica o haya es un árbol que 
suele sobrepasar los 35m de altura, con la corteza grisácea y lisa. Tiene múltiples ramas y 
pertenece a las especies caducifolias. Se encuentra muy extendida por el centro de Europa en 
zonas frescas y húmedas alejadas del clima mediterráneo. Su madera es dura, de color blanco 
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o marrón claro. Su densidad  es de 0,77g/cm3, de textura fina y uniforme. Es una madera muy 
homogénea con la que se puede trabajar fácilmente para la producción de papel, tableros, 
mobiliario, revestimientos, remos, etc. Su composición química es: 20% de lignina, 33% de 
hemicelulosas, 45% de celulosa y 2% de extractivos (Vasile et al., 2011).  
Los hongos empleados en esta ocasión para valorar la resistencia de la madera de las 
especies descritas fueron C. puteana, P. placenta y G. trabeum para la madera de P. sylvestris y 
T. versicolor para la madera de F. sylvatica.  
Los tratamientos ensayados fueron en presencia de la enzima lacasa, el 4-cloro-2-
metoxifenol y la combinación de ambos. Según indica la norma, las piezas tratadas tuvieron un 
tamaño de 50±0,5mm por 25±0,5mm y por 15±0,5mm. Fueron tratadas en botellas Schott, tal 
y como se muestra en la Figura 4.32. 
 
Figura 4.32. Especímenes de (a) P. sylvestris y (b) F. sylvatica. Cambio de coloración en las soluciones de los distintos 
tratamientos de las piezas de P. sylvestris: (1) lacasa, (2) 4-cloro-2-metoxifenol y (3) lacasa + 4-cloro-2-metoxifenol.  
Como se puede observar en las imágenes mostradas en la Figura 4.32, se detectó un 
cambio en la coloración de las soluciones que también se observó en las piezas de madera 
tratada (Figura 4.33), al igual que se observó en las piezas de madera tratadas en los ensayos 
preliminares comentados en el anterior apartado.  
(a) (b)
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Figura 4.33. Cambio de color de los especímenes de madera de (a) P. sylvestris y (b) F. sylvatica tras los tratamientos 
con (1) lacasa, (2) 4-cloro-2-metoxifenol y (3) lacasa + 4-cloro-2-metoxifenol.  
Los datos obtenidos resultaron diferentes para ambas maderas, considerando como no 
significativas aquellas muestras que presentaron una pérdida de peso menor al 20%, por tanto 
no se tuvieron en cuenta para la valoración de los resultados.  
En la Figura 4.34 se puede observar que la madera de P. sylvestris presentó una 
biodegradación diferente para cada uno de los hongos empleados. Así, para los hongos C. 
puteana y P. placenta el porcentaje de pérdida de peso fue similar, variando entre un 30% y un 
40% en las muestras testigo. El efecto de los tratamientos fue patente, detectándose una 
reducción de la pérdida de peso hasta un 25% cuando la madera de P. sylvestris estuvo 
expuesta al hongo C. puteana. En el caso del hongo P. placenta los resultados obtenidos 
fueron muy diferentes. El tratamiento con lacasa no ejerció efecto alguno, sin embargo los 
tratamientos que incluían el compuesto fenólico redujeron notablemente la pérdida de peso 
de las muestras. Cabe destacar que la menor reducción de peso, apenas un 1,5%, se logró 
mediante el tratamiento por inmersión en una solución de 4-cloro-2-metoxifenol. Cuando la 
madera de P. sylvestris sin tratar fue expuesta a la acción del hongo G. trabeum, los valores de 
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pérdida de peso alcanzados fueron menores en comparación con los otros dos hongos, 
alcanzándose apenas un 15%. En este caso todos los tratamientos tuvieron un efecto positivo 
en la resistencia a la biodegradación, siendo más efectivos aquellos donde la lacasa se estuvo 
presente.  
 
Figura 4.34. Pérdida de peso alcanzada por las muestras de madera de P. sylvestris bajo la acción de los hongos      
(a) C. puteana, (b) P. placenta y (c) G. trabeum. Los tratamientos realizados fueron con (1) lacasa, (2) 4-cloro-2-
metoxifenol y (3) lacasa + 4-cloro-2-metoxifenol. T = muestra testigo sin tratamiento.  
Los datos obtenidos para la madera de F. sylvatica expuesta a la acción del hongo T. 
versicolor no muestran diferencias entre la madera tratada y la no tratada, para ninguno de los 
tratamientos valorados. La resistencia a la biodegradación por este hongo no mejoró, e incluso 
parece que disminuyó cuando la madera fue tratada con 4-cloro-2-metoxifenol y lacasa (Figura 
4.35). El porcentaje de pérdida de peso varió entre un 45% y 55%, también con una 
variabilidad notable entre réplicas.  
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Figura 4.35. Pérdida de peso resultante de la biodegradación de madera de F. sylvatica debido al ataque del hongo 
T. versicolor. Los tratamientos realizados fueron con (1) lacasa, (2) 4-cloro-2-metoxifenol y (3) lacasa + 4-cloro-2-
metoxifenol. T = muestra testigo sin tratamiento. 
Los resultados del estudio de resistencia a la biodegradación normalizado dejan claro 
que dependiendo del hongo de podredumbre que se encuentra en disposición de atacar la 
madera, los tratamientos realizados pueden tener efecto o no. En algunos casos todos los 
tratamientos tienen un efecto positivo mientras que en otros uno de los tratamientos destaca 
sobre los demás. No se puede concluir que un tratamiento en concreto mejore la resistencia, 
ya que dependerá tanto de la madera a tratar como del hongo ante el cual se requiera esta 
protección.  
Se ha demostrado que la madera que presenta un contenido mayor en compuestos 
fenólicos resiste mejor el ataque por hongos biodegradadores (Venäläinen et al., 2004). Una 
de las principales razones por la que esto ocurre es porque aumenta la hidrofobicidad de la 
madera (Suurnäkki et al., 2006; Kudanga et al., 2010a; Kudanga et al., 2010b), lo cual limita la 
velocidad de colonización por parte de los hongos y como consecuencia es la responsable de la 
alta variabilidad entre réplicas para todos los tratamientos realizados.  
Todos los resultados obtenidos en los estudios de resistencia a la biodegradación de 
los hongos indican que la utilización de la lacasa para unir de manera covalente diferentes 
compuestos que resultan tóxicos para los hongos de podredumbre es posible. La ventaja de 
estos tratamientos, que incluyen la unión estable de los compuestos fenólicos a la superficie 
de la madera, es que se limita la liberación al medio ambiente de los compuestos fenólicos, 
resultando recomendable para su utilización en estructuras de madera utilizadas en todos los 
ambientes. Este hecho puede marcar la diferencia con los tratamientos realizados 
Pé
rd
id
a 
d
e 
p
es
o
 (
%
)
Tratamientos
0
10
20
30
40
50
60
70
1T 1 2T 2 3T 3
CAPÍTULO 4 
4-54 
 
actualmente, en los cuales las sustancias con las que se impregna la madera pueden ser 
liberadas al medioambiente (Humar y Lesar, 2008; Humar et al., 2008; Weigenand et al., 2008).  
4.3.3 HIDROFOBIZACIÓN DE MADERA 
El extendido uso de la madera como material de construcción implica que exista una 
búsqueda continua para mejorar sus propiedades. En el apartado anterior se discutió la 
posibilidad de nuevos tratamientos para la madera que evitan la biodegradación fúngica, uno 
de los factores principales en el deterioro de la madera. En este apartado se analizará la 
posibilidad de otorgar a la madera hidrofobicidad, gracias a la unión de un compuesto 
hidrofóbico a las fibras de madera mediante el grafting por lacasa.  
Tradicionalmente, los procesos tecnológicos desarrollados para mejorar la 
hidrofobicidad de la madera están basados en métodos térmicos y químicos. Los procesos 
químicos incluyen la utilización de compuestos de silicona (Mai y Militz, 2004), la impregnación 
con aceites hidrofóbicos (Ulvcrona et al., 2006), la aplicación de ceras, aceites o resinas (Feist y 
Mraz, 1978; Razzaque, 1982; Hyvönen et al., 2006), y la utilización de aglutinantes basados en 
sustancias hidrofóbicas. Estas sustancias no son estables en la madera, quiere decir esto que 
son susceptibles de ser extraídas y liberarse al medio debido al continuo lavado que sufre la 
madera de exterior, lo cual supone problemas de contaminación. Las modificaciones químicas 
estables como la acetilación (Obataya et al., 2002; Rowell, 2006) y la degradación térmica de 
las hemicelulosas, mejoran tanto la estabilidad dimensional como la hidrofobicidad de la 
madera, pero este tipo de tratamientos pueden ocasionar la pérdida de propiedades 
mecánicas como la resistencia a la tensión (Vick y Rowell, 1990; Ramsden et al., 1997), es por 
ello que actualmente se están realizando diversas investigaciones encaminadas a mejorar la 
hidrofobicidad de la madera de un modo medioambientalmente favorable.  
La posibilidad de utilizar las lacasas para unir de forma covalente moléculas de interés 
a la superficie de la madera puede permitir el desarrollo de nuevas técnicas de 
hidrofobización. El grafting de diferentes compuestos como fluorofenoles (Kudanga et al., 
2010a) o alquilaminas de cadena larga (Kudanga et al., 2010b) mediante lacasas ha 
demostrado que se puede conseguir una mejora en sus propiedades hidrofóbicas. Por otra 
parte, la utilización de las lacasas puede suponer una reducción del gasto energético en la 
industria y una importante contribución al desarrollo sostenible, evitando además que se 
utilicen compuestos que posteriormente puedan ser lavados de la superficie de la madera y 
generen efluentes contaminados.  
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El trabajo realizado en este apartado se basa en la unión permanente mediante 
grafting con lacasa del compuesto hidrofóbico lauril galato a chapas de madera procedente de 
F. sylvatica. El lauril galato (3,4,5-trihidroxibenzoato) es el éster del dodecanol y el ácido gálico, 
dos compuestos naturales que se encuentran en los aceites y taninos vegetales, 
respectivamente. Este alquil galato presenta propiedades antibacterianas, antioxidantes y es 
hidrofóbico (Kubo et al., 2002a; Kubo et al., 2002b; Kreander et al., 2005). Su cadena alifática 
de doce carbonos es la responsable de proporcionar la hidrofobicidad y el efecto 
antibacteriano a este compuesto. Actualmente este compuesto ha sido empleado para 
proporcionar hidrofobicidad a fibras de algodón (Hossain et al., 2009; Hossain et al., 2010) y 
pulpa de papel (Garcia-Ubasart et al., 2011; Garcia-Ubasart et al., 2012) mediante el grafting 
catalizado por lacasas.  
Tal y como se ha descrito en el apartado 4.2.3.4, la valoración del nivel de 
hidrofobicidad de la madera y el efecto de los tratamientos ensayados, se realizó mediante la 
medida del ángulo de contacto de una gota de agua en su superficie. Estas medidas fueron 
realizadas en un goniómetro (Pocket goniometer PG-2) que permite determinar tanto el 
ángulo de contacto, como el volumen y la base y altura de la gota. En ángulo de contacto 
refleja la hidrofobicidad de la superficie analizada, determinando en qué medida se difunde 
una gota de agua sobre esa superficie. Cuanto mayor es el ángulo de contacto, más 
hidrofóbica es la superficie (Hossain et al., 2009). También se valoró su capacidad de 
absorción, atendiendo al tiempo que tardó cada muestra en absorber por completo la gota de 
agua.  
En ensayos preliminares, se analizó la capacidad de absorción de muestras de haya 
naturales (sin pretratamiento), muestras sometidas a un pretratamiento con tampón y a un 
pretratamiento con lignina. Ambos pretratamientos consistieron simplemente en sumergir las 
piezas de madera en las soluciones pertinentes y posteriormente secarlas antes de realizar el 
tratamiento hidrofóbico. Posteriormente todas estas muestras fueron tratadas con una 
solución de lauril galato 1mM en presencia o ausencia de lacasa. La mayor cantidad de lignina 
en la superficie podría provocar una mayor hidrofobicidad, debido a la presencia del  polímero 
y a la  capacidad de la lacasa de unir compuestos fenólicos al polímero de lignina, como se ha 
demostrado mediante el análisis de TOF-SIMS (apartado 4.3.1). Cabría esperar que para las 
muestras tratadas con este polímero, la unión del lauril galato sería más fácil y en mayor 
cantidad, resultando estas muestras de madera las más hidrofóbicas. Se determinó tanto el 
ángulo de contacto inicial de la gota de agua con la superficie de la madera como el tiempo 
que requirió cada muestra de madera para absorber totalmente la gota de agua. Las muestras 
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de madera que no habían sido tratadas con lauril galato o lauril galato con lacasa, no pudieron 
ser utilizadas para la determinación del ángulo de contacto debido a que la absorción de la 
gota era tan rápida (menos de 2 segundos) que el goniómetro no pudo registrar el valor del 
ángulo. Los resultados de este ensayo se muestran en la Tabla 4.13.  
Tabla 4.13. Absorción de gotas de agua por parte de láminas de madera de F. sylvatica sometidas a distintos 
tratamientos. MN: madera natural. LG: lauril galato 
 MN + LG TAMPÓN + LG LIGNINA + LG 
MN + LG + 
LACASA 
TAMPÓN + LG 
+ LACASA 
LIGNINA + LG 
+ LACASA 
Tiempo 0’’ 
      
Tiempo 5’’ 
      
Tiempo 20’’ 
      
Tiempo 40’’ 
      
Tiempo 3’  
 
 
   
Tiempo 7’    
   
Tiempo 12’    
   
Tiempo 22’    
 
  
Queda claro que las muestras que fueron tratadas solamente con el lauril galato, sin 
estar presente la enzima lacasa, presentaron un ángulo de contacto menor y una absorción 
más rápida de la gota de agua, siendo similares los resultados independientemente del 
pretratamiento realizado. Los resultados obtenidos para las muestras tratadas con lauril galato 
y lacasa son muy diferentes (Tabla 4.13). En este caso el ángulo de contacto es mucho mayor 
en comparación con las muestras tratadas únicamente con lauril galato, y además en el caso 
de madera sin pretratamiento, se consigue mantener la gota en la superficie de la madera 
hasta 22 minutos sin absorberse. Estos resultados descartan la idea de que el pretratamiento 
con lignina mejora la capacidad de unión del compuesto hidrofóbico a la madera y además el 
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hecho de humedecer las chapas de madera previamente al tratamiento con lauril galato, no 
permite una óptima hidrofobización.  
Una vez determinado que el pretratamiento de las muestras de madera no supone 
ninguna ventaja, se evaluó tanto el efecto de la concentración de lauril galato como la unión 
del lauril galato a la madera de forma estable. Se utilizó la madera de chapa de haya natural y 
se sometió a los distintos tratamientos sin ningún acondicionamiento previo. Los tratamientos 
variaron únicamente en la concentración de lauril galato utilizada, entre 0,5 y 5mM, en 
presencia o ausencia de lacasa. Tras la realización del tratamiento, las muestras fueron 
sometidas a una extracción con acetona en Soxhlet como indica la norma TAPPI T-264 
(apartado 4.2.3.1), con el fin de eliminar todo el lauril galato que pueda estar adsorbido a la 
superficie de la madera, permaneciendo únicamente el que se encuentra unido de forma 
estable. Este paso de lavado también se realizó en trabajos anteriores confirmando el grafting 
por parte de la lacasa (Kudanga et al., 2010a; Garcia-Ubasart et al., 2012). Todas las muestras 
fueron analizadas igualmente en el goniómetro, determinando el ángulo de contacto inicial 
con la gota y las cinéticas de absorción. Las medidas esta vez se llevaron a cabo en condiciones 
controladas, a una temperatura constante de 17 a 19°C, evitando la evaporación de la gota y la 
obtención de resultados erróneos.  
Las diferencias entre el ángulo de contacto cuando la madera fue tratada sólo con 
lauril galato o con lauril galato y lacasa pueden observarse en la Figura 4.36 y Tablas 4.14 y 
4.15. Como se observa en la Tabla 4.14, el ángulo de contacto inicial aumentó casi el doble 
cuando la lacasa fue incluida en el tratamiento de la madera. 
Tabla 4.14. Ángulo de contacto inicial de gotas de agua sobre madera tratada con lauril galato o lauril galato y 
lacasa a distintas concentraciones. Medidas realizadas tras someter las muestras a extracción por Soxhlet.   
 CONCENTRACIÓN DE LAURIL GALATO (mM) 
TRATAMIENTO 0,1 0,5 1 2 5 
Lauril galato 45,2 ± 0,3 43,7 ± 6,3 49,1 ± 0,7 44,4 ± 0,0 41,4 ± 0,0 
Lauril galato + lacasa 90,7 ± 7,4 110,9 ± 5,5 90,2 ± 1,9 104,8 ± 19,2 117,0 ± 4,3 
No se observaron diferencias aparentes en el ángulo de contacto inicial entre los 
tratamientos con distintas concentraciones de lauril galato, todos rondan los 45° para el 
tratamiento con lauril galato y los 100° para el tratamiento con lauril galato y lacasa. Las 
mayores diferencias se detectaron cuando en el estudio cinético de absorción de las gotas de 
agua por parte de la madera. En ninguno de los casos donde el tratamiento se realizó 
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únicamente con lauril galato, la gota de agua tardó más de 40 segundos en absorberse, 
mientras que en los tratamientos con lauril galato y lacasa, este tiempo aumenta 
notablemente, existiendo diferencias entre concentraciones, como se puede observar en la 
Figura 4.36.  
 
Figura 4.36. Cinética de absorción de chapa de madera de F. sylvatica con diferentes tratamientos. Las series 
representadas dentro del círculo verde corresponden a la madera tratada únicamente con lauril galato. Las demás 
series se corresponden con muestras tratadas con lacasa y lauril galato a distintas concentraciones                                
(     0,1mM;      0,5mM;      1mM;      2mM;      5mM) 
Se observa que a medida que aumenta la concentración de lauril galato, el tiempo 
total de absorción de la gota de agua es mayor, pero a partir de 1mM, las réplicas presentaron 
una mayor dispersión. La desviación del ángulo de contacto y por tanto de la absorción a 
determinados tiempos varió mucho entre las réplicas, resultando el tratamiento con lacasa y 
lauril galato 1mM más adecuado y reproducible. 
Si se comparan únicamente los resultados obtenidos para las muestras tratadas con 
lacasa y lauril galato a distintas concentraciones (Tabla 4.16 y Figura 4.37) se observa que 
cuanto mayor es la concentración de lauril galato, mayor es el tiempo que se requiere para 
que el volumen de la gota disminuya un determinado valor de porcentaje, pero se puede 
observar que a concentraciones de lauril galato superiores a 2mM es muy alta (Figura 4.36),. 
Se considera que esta dispersión puede ser debida a la poca solubilidad del lauril galato y 
aunque durante el tratamiento se añadió un 30% de acetona, a concentraciones superiores a 
1mM es posible que no todo el lauril galato se encuentre soluble, y que por tanto la lacasa no 
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tenga la capacidad de atacar todas las moléculas posibles, obteniéndose variabilidad en la 
cantidad de compuesto unido de forma estable a la madera. 
Tabla 4.15. Absorción de gotas de agua por parte de láminas de madera de F. sylvatica sometidas a  distintos 
tratamientos. 
 CONCENTRACIÓN DE LAURIL GALATO (mM) 
 0,1 0,5 1 2 5 
Tiempo 0’’ 
 
     
Tiempo 30’’ 
 
     
Tiempo 1’ 
 
     
Tiempo 3’ 
 
     
Tiempo 5’ 
 
 
    
Tiempo 9’ 
 
   
  
Tiempo 14’    
  
Tiempo 20’     
 
La eficacia de este tratamiento para la hidrofobización de madera no había sido 
evaluada hasta el momento de realización de estos experimentos. Sin embargo, actualmente 
se recogen en la bibliografía diversos trabajos realizados simultáneamente que, si bien no 
utilizan el lauril galato para la hidrofobización de la madera, sí han demostrado ser adecuado 
para el tratamiento de otros materiales lignocelulósicos como la lana o el papel.  
 
 
 
CAPÍTULO 4 
4-60 
 
Tabla 4.16. Tiempo que tarda una gota de agua en 
reducir un 20, 50 y 80% de su volumen en función de 
la concentración de lauril galato, con lacasa, que se 
utilice para el tratamiento.  
  TIEMPO (s)  
 LAURIL GALATO  (mM) 20% 50% 80% 
0,1 15 76 125 
0,5 72 223 300 
1 63 235 380 
2 182 475 820 
5 133 723 1320 
 
Figura 4.37. Tiempo transcurrido para la reducción 
de una gota de agua. Representación gráfica de los 
datos que figuran en la Tabla 4.16. • 0,1mM;                     
• 0,5mM; • 1mM; • 2mM y • 5mM. 
Hossain et al. (2009) valoraron la capacidad de este compuesto para proporcionar 
hidrofobicidad, así como propiedades antioxidantes y antimicrobianas a tejidos fabricados con 
lana. Para cualquiera de estas características, los mejores resultados se obtuvieron cuando la 
lacasa estaba presente en el tratamiento, y aunque en este trabajo no se realizó un lavado 
exhaustivo con acetona de las muestras de lana para eliminar todo el lauril galato 
posiblemente adsorbido, la diferencia fue clara (Hossain et al., 2009). Un estudio posterior de 
los mismos autores determinó la influencia de la longitud de la cadena alifática de diferentes 
galatos. Cuanto mayor es la cadena alifática, mejores resultados en cuanto a hidrofobicidad, 
actividad antioxidante y antimicrobiana se obtuvieron. El octil galato y docecil galato (lauril 
galato) fueron los que presentaron un ángulo de contacto mayor que además se mantuvo 
durante 600 segundos, reflejando que no existía ningún tipo de absorción por parte del tejido 
(Hossain et al., 2010).  
Además de para tejidos, el lauril galato ha sido empleado para proporcionar 
hidrofobicidad a la pasta de papel, generando productos papeleros de gran interés comercial. 
Garcia-Ubasart et al. (2011) testaron diferentes compuestos hidrofóbicos en reacciones con la 
lacasa de T. villosa, con el fin de unirlos a la pasta de papel proveniente de E. globulus. Los 
mejores resultados de encolado interno para la pasta, y que por tanto presentaban una mejora 
en la hidrofobicidad, fueron para el compuesto lauril galato (Garcia-Ubasart et al., 2011).   
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 ESTUDIO DE LA SUPERFICIE DE LA MADERA MEDIANTE FTIR 4.3.3.1
El espectro de FTIR representado en la Figura 4.38 muestra los resultados obtenidos 
para madera de haya no tratada y tratada con lauril galato en concentración 5mM y lacasa 
(10U/ml). Ambas maderas fueron lavadas con acetona mediante un proceso de extracción 
para verificar que todos los picos de absorción se deben a enlaces estables y no a sustancias 
extraíbles o moléculas de lauril galato adsorbidas. El espectro del compuesto lauril galato 
mostró dos picos característicos a 2850 y 2920cm-1. Este aumento en la absorbancia se 
corresponde con la vibración de los enlaces C-H presentes en su cadena alifática. Estos dos 
picos fueron identificados en el espectro obtenido para la madera de haya que fue tratada con 
el compuesto hidrofóbico y lacasa, debido al aumento de los enlaces C-H en la superficie de la 
madera. Ambos picos no han sido localizados en la muestra de madera no tratada, 
confirmando así que se deben exclusivamente a la unión estable entre el lauril galato y la 
superficie de la madera de haya. Estos resultados están en concordancia con los obtenidos por 
Garcia-Ubasart et al. (2012) sobre fibras de celulosa al tratarlas con el compuesto fenólico y 
lacasa para promover su hidrofobización.  
 
Figura 4.38. Espectro FTIR de madera de haya sin tratamiento (    ), madera tratada con lacasa y lauril galato 5mM   
(    ) y el compuesto lauril galato puro (    ). Las flechas en la muestra de madera tratada indican el número de onda 
donde aparecen los enlaces C-H característicos del lauril galato, a 2850 cm
-1
 y 2920 cm
-1
.  
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 ESTUDIO DE LA SUPERFICIE DE LA MADERA MEDIANTE XPS 4.3.3.2
El análisis de las muestras de haya mediante XPS se realizó de la misma forma que  
para las piezas de madera de eucalipto. La diferencia radica en que en este caso todas las 
muestras fueron pretratadas mediante un lavado con acetona como indica la norma TAPPI. 
Tras el tratamiento con lacasa y lauril galato, algunas muestras fueron lavadas simplemente 
con agua (sin extracción) y otras sufrieron de nuevo el proceso de extracción en Soxhlet (con 
extracción). De este modo las muestras sometidas al tratamiento con lauril galato, lacasa o 
ambos se encontraban totalmente libres de extractivos. Los tratamientos llevados a cabo 
fueron: con tampón, con lacasa, con lauril galato 1mM y con lacasa y lauril galato en la misma 
concentración.  
Los resultados se representan en la Tabla 4.17. Como se pude observar en los 
resultados obtenidos, cuando el lauril galato estuvo presente, el porcentaje del componente 
C1s aumentó y del O1s disminuyó, sobre todo cuando la lacasa también formó parte del 
tratamiento y existió una extracción posterior. La molécula de lauril galato contiene un 
porcentaje en carbono elevado, debido principalmente a su cadena alquílica. Esta es la razón 
de que su ratio O/C sea bajo, de 0,35. En base a estos datos, el hecho de que se produzca un 
incremento en el porcentaje de C1s en las muestras de haya y el ratio O/C disminuya indica 
nuevamente la presencia de lauril galato. La disminución en el ratio O/C, consecuencia de la 
variación de C1s y O1s, fue más evidente cuando el tratamiento incluyó la acción de la lacasa. 
Tras la extracción de estas muestras, el incremento de C1s y la disminución de O1s se hizo más 
notable, corroborando que el lauril galato fue unido permanentemente a las piezas de madera 
de haya.  
Tabla 4.17. Ratio O/C y composición elemental (%) de la superficie de láminas de F. sylvatica obtenida de los 
espectros de reconocimiento del análisis por XPS. 
 RATIO O/C  C1S O1S 
TRATAMIENTOS 
Sin 
extracción 
Con 
extracción 
Sin 
extracción 
Con 
extracción 
Sin 
extracción 
Con 
extracción 
Tampón 0,51 ± 0,02 0,45 ± 0,02 65,6 ± 0,9 67,7 ± 0,6 33,2 ± 1,0 31,0 ± 1,3 
Lacasa 0,43 ± 0,01 0,43 ± 0,02 66,1 ± 0,3 67,4 ± 0,7 28,7 ± 1,1 29,2 ± 1,5 
Lauril galato 0,42 ± 0,03 0,43 ± 0,01 69,7 ± 1,7 68,6 ± 0,2 28,9 ± 2,0 29,6 ± 0,5 
Lauril galato + lacasa 0,39 ± 0,01 0,37 ± 0,03 69,6 ± 0,2 70,9 ± 1,5 27,2 ± 0,0 26,4 ± 1,8 
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Este aumento en el porcentaje del carbono superficial también fue detectado por 
Hossain et al. (2010), cuando se analizaron las muestras de lana tratadas con este mismo 
compuesto hidrofóbico.  
Al igual que en los resultados analizados para el tratamiento de madera de E. globulus 
con el compuesto 4-cloro-2-metoxifenol y lacasa, en las piezas de haya, puede observarse el 
aumento de porcentaje de nitrógeno cuando la lacasa formó parte del tratamiento (Tabla 
4.18).  
Tabla 4.18. Porcentajes del contenido en nitrógeno determinado por la señal N1s del análisis por XPS de muestras de 
F. sylvatica sometidas a distintos tratamientos. 
 N1S 
TRATAMIENTO Sin extracción Con extracción 
Tampón 1,15 ± 0,07 0,75 ± 0,49 
Lacasa 4,75 ± 1,48 2,9 ± 0,84 
Lauril galato 0,85 ± 0,21 1,25 ± 0,21 
Lauril galato + lacasa 2,85 ± 0,07 2,25 ± 0,21 
Tanto antes como después del tratamiento, los resultados muestran un aumento del 
componente N1s y por tanto del contenido en nitrógeno de las muestras, verificando que la 
lacasa resultó adsorbida de forma estable a la superficie de la madera. De igual forma, cuando 
existe un compuesto disponible para la lacasa en solución, en este caso el lauril galato, la 
cantidad de lacasa adsorbida fue menor, indicando que existe una competencia entre el 
compuesto y la superficie de la madera, al igual que sucedió en el caso del 4-cloro-2-
metoxifenol. 
 ESTUDIO DE SUPERFICIE DE LA MADERA MEDIANTE SEM 4.3.3.3
El análisis por microscopía electrónica de barrido de muestras de haya sin tratar y 
tratadas con lacasa no mostró una variación en la estructura de la madera (Figura 4.39). Sí se 
puede observar un pequeño cambio en los bordes de la pared celular de las células 
parenquimales. Esto puede ser debido a que la lacasa afecte a la matriz lignocelulósica, pero a 
una escala muy pequeña sin afectar a la constitución macroscópica de la madera y por tanto 
manteniendo sus propiedades estructurales. 
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Figura 4.39. Fotografías de microscopia electrónica de barrido de piezas de F. sylvatica a 500 aumentos: (a) madera 
sin tratar y (b) madera tratada con lacasa.  
 ESTUDIO DE GRAFTING CON LACASA INMOVILIZADA EN SOPORTES DE AGAROSA 4.3.3.4
El siguiente paso, una vez confirmado que el grafting del compuesto hidrofóbico lauril 
galato mediante la acción de la lacasa es posible, fue determinar si la lacasa inmovilizada en 
soportes de agarosa se podría utilizar como catalizador de este proceso. En un primer 
experimento, la lacasa inmovilizada en glioxil a pH 10 se introdujo en un reactor pequeño de 
10ml de volumen, donde se puso en contacto con una solución de lauril galato 1mM. Se 
determinó el  tiempo de residencia en el reactor y de contacto con la madera más adecuado, 
variando entre 30 minutos y 2 horas (Figura 4.40). De esta forma, alícuotas de la solución que 
contenía el lauril galato oxidado fueron tomadas a distintos tiempos, separándolas de la lacasa 
inmovilizada en agarosa, y se pusieron en contacto con piezas de chapa de haya, dejando 
(a)
(b)
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actuar durante diferentes tiempos. Tras este tratamiento las muestras de madera fueron 
lavadas con agua destilada, y se analizaron en el goniómetro. Los resultados no fueron los 
esperados. En ninguno de los casos, independientemente del tiempo de residencia dentro del 
reactor o el tiempo de contacto del lauril galato oxidado y la madera, se consiguió mejorar la 
hidrofobicidad. Todas las piezas, tanto las tratadas como las no tratadas, requirieron el mismo 
tiempo para absorber la gota de agua.  
 
Figura 4.40. Mini-reactor utilizado para la reacción entre lauril galato y lacasa inmovilizada en agarosa: (a) mini-
reactor, (b) sistema de baño, agitador y bomba de extracción de muestra, (c) aspecto del medio de reacción al inicio 
de la reacción y (c) tras 2 horas de contacto entre la solución de lauril galato 1mM y la lacasa inmovilizada.  
Una explicación razonable para estos resultados sería que el lauril galato no es estable 
el tiempo necesario para que el radical pueda atacar la superficie de la madera y unirse de 
forma estable. Por ello, el siguiente paso fue mantener en contacto la madera con la solución 
de lauril galato donde se encuentra la lacasa inmovilizada en suspensión. En este caso se 
valoró el tiempo en el que la madera se encuentra sumergida en la solución, para determinar 
un tiempo óptimo. De nuevo los resultados no fueron satisfactorios. La madera tratada no 
presentó una mejora significativa en cuando a la hidrofobicidad en comparación con madera 
no tratada. Por lo tanto, no se pudo determinar si es la baja estabilidad del radical del lauril 
galato la que impide esta unión.  
Durante ambos intentos de utilización de la lacasa inmovilizada, se observó que la 
agarosa donde se encuentra inmovilizada la lacasa tomaba un color marrón, el mismo color 
(a) (b)
(c) (d)
CAPÍTULO 4 
4-66 
 
que adquiere el lauril galato cuando está oxidado y que también proporciona a la madera al 
unirse de forma estable a ella. Esta coloración marrón oscura, característica de todos los 
tratamientos en los que la lacasa y el lauril galato se encuentran reaccionando, no se obtuvo 
sin embargo en la solución una vez se separa de la lacasa inmovilizada. Esta coloración 
característica se pueden apreciar en la Figura 4.41.  
 
Figura 4.41. Resultado del cambio de coloración de la solución y las esferas de agarosa tras dos horas de reacción 
con una solución de lauril galato 1mM: (a) aspecto del mini-reactor transcurrida la reacción, (b) separación del 
medio de reacción y las esferas de agarosa mediante una jeringa filtradora, (c) esferas de agarosa antes de la 
reacción y (d) después de la reacción. 
Esta observación indica que el lauril galato oxidado se está uniendo de forma estable al 
polímero de agarosa, proporcionándole a esta un carácter hidrofóbico y evitando que difunda 
este compuesto hacia la solución que posteriormente se pone en contacto con la madera. Para 
confirmar esta hipótesis, se analizaron las distintas esferas de agarosa al microscopio óptico 
(Figura 4.42) y se visualizó claramente su cambio de color.  
(a) (b)
(c) (d)
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Figura 4.42. Esferas de agarosa con lacasa inmovilizada (a) antes de la reacción con lauril galato y (b) después de la 
reacción.  
Las esferas tras la reacción con lauril galato presentaron una coloración marrón 
homogénea en toda su estructura, demostrando que el compuesto oxidado tiene la capacidad 
de unirse al polímero de agarosa. A pesar de que se ha demostrado que el grafting mediante 
lacasas se realiza preferiblemente sobre el polímero de lignina, como se ha establecido en 
función los resultados obtenidos mediante el análisis de TOF-SIMS, cabe la posibilidad de que 
se una a otro tipo de polímeros como la agarosa. Este hecho también explicaría por qué este 
tratamiento funciona con un material lignocelulósico como el papel donde la cantidad de 
lignina presente es mucho más baja que en la madera y prevalece la cantidad de celulosa 
(Garcia-Ubasart et al., 2012). Además las imágenes permiten observar que el lauril galato 
(a)
(b)
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parece no polimerizar. Esto indica que cuando se une a la madera lo hace mediante una 
monocapa homogénea de moléculas de lauril galato en su superficie. 
Una solución posible para que el lauril galato sea capaz de difundir hasta la madera a 
tratar sería la búsqueda de un soporte alternativo donde la lacasa pueda ser inmovilizada y 
que a su vez no interfiera con las moléculas de lauril galato oxidadas. De todos modos, existe la 
posibilidad de que la adsorción de la lacasa en la madera sea necesaria como paso previo para 
que el enlace quimicoenzimático entre el material lignocelulósico y el lauril galato tenga lugar, 
lo que impediría la utilización de la lacasa inmovilizada para esta aplicación.   
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4.4 CONCLUSIONES 
El objetivo principal de este Capítulo ha sido demostrar que la lacasa de M. 
thermophila puede llevar a cabo reacciones de grafting sobre materiales lignocelulósicos, 
siendo posible aportar nuevas propiedades a la madera de forma estable y  mediante un 
proceso medioambientalmente más sostenible.  
Este objetivo ha sido logrado, ya que  a lo largo de este Capítulo se han presentado 
tanto datos cuantitativos como cualitativos que demuestran la capacidad de la lacasa para 
proporcionar nuevas propiedades a la madera,  como la resistencia a la biodegradación y un 
aumento de la hidrofobización de la superficie. 
Los resultados del análisis mediante XPS permitieron observar los cambios 
establecidos en la composición superficial de la madera. La extracción con acetona posterior al 
tratamiento permite asegurar que las variaciones detectadas en los tratamientos donde actuó 
la lacasa se deben a una unión estable de los compuestos empleados, lo que sugiere la 
existencia de enlaces covalentes. Se determinó además que la lacasa se adsorbió de forma 
permanente a la superficie de la madera, pudiendo actuar doblemente sobre el material 
lignocelulósico y sobre el compuesto a unir, una doble acción que permitió la unión 
quimicoenzimática entre ellos.  
Demostrado el cambio en la composición superficial de la madera tras el tratamiento 
con la enzima lacasa, se determinó que la mejora en la resistencia a la biodegradación por 
parte de hongos de podredumbre y la mejora en la hidrofobización de la madera se debe a la 
unión de compuestos que proporcionan estas propiedades a la madera, exclusivamente en 
presencia de lacasa.  
Con respecto a la resistencia a la biodegradación de la madera, se observó que la 
presencia de lacasa con distintos compuesto fenólicos, como el 4-cloro-2-metoxifenol, permite 
mejorar la capacidad de preservación de un modo genérico ante cualquiera de los hongos 
empleados y sobre todas las especies de madera tratadas. Por otra parte y desde un punto de 
vista medioambiental, cabe destacar que la unión estable de los compuestos fenólicos 
mediante la acción de la lacasa implica un tratamiento permanente que evita su liberación al 
medio.  
De igual forma, la mejora de la hidrofobicidad de la madera ha quedado patente 
mediante el grafting del compuesto lauril galato gracias a la acción de la lacasa, 
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demostrándose su unión estable mediante diversos análisis como XPS y FTIR. El ángulo de 
contacto y el tiempo de demora de absorción de agua por parte de la madera aumentaron 
notablemente, siendo esta capacidad estable tras someter la madera a una extracción con 
acetona. Los resultados obtenidos en los intentos de proporcionar esta propiedad a la madera 
utilizando lacasa inmovilizada han establecido que el lauril galato tiene la capacidad de unirse 
a la agarosa, lo cual impide su utilización para esta aplicación. Es por tanto necesaria la 
búsqueda de nuevos soportes que sean inertes ante el lauril galato tras su activación con 
lacasa.  
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CONCLUSIONES 
En esta tesis se han estudiado diferentes métodos de inmovilización enzimática para 
lacasas con la intención de obtener biocatalizadores en los que la estabilidad frente a distintas 
condiciones de estas fenoloxidasas se vea mejorada. Posteriormente los derivados con alta 
capacidad de reutilización en diversos ciclos fueron evaluados en distintos procesos 
industriales, como el tratamiento de maderas o la degradación de compuestos xenobióticos. 
Además se ha explorado la posibilidad de utilizar los derivados obtenidos en medios complejos 
que evite el uso de disolventes orgánicos, para lo cual se evaluó el comportamiento de las 
lacasas inmovilizadas en presencia de líquidos iónicos.  
Los diferentes métodos de inmovilización ensayados se basaron en distintos principios, 
siendo métodos físicos, como el de atrapamiento, o métodos químicos, mediante 
inmovilización covalente. El atrapamiento de la lacasa de M. thermophila en esferas de 
alginato demostró ser un método óptimo para la inmovilización de gran parte de la enzima, 
pero los posteriores problemas de difusión, que implicaron la pérdida de la enzima por parte 
de las esferas, indicaron que este método no resulta adecuado para su aplicación 
biotecnológica. Por otra parte, la inmovilización covalente sobre soportes de sílice tampoco  
alcanzó los objetivos pretendidos, ya que los niveles de inmovilización obtenidos fueron bajos 
y la actividad recuperada se alejó en gran medida de la esperada. Además, no se consiguió 
mejorar la estabilidad de la lacasa. Finalmente, la inmovilización covalente de las lacasas de M. 
thermophila y de T. villosa en soportes de agarosa demostró ser el mejor método de 
inmovilización de todos los ensayados. Se obtuvieron distintos derivados de ambas lacasas con 
un elevado nivel de inmovilización y pérdida de actividad. Destacar que, en los mejores 
derivados obtenidos, las lacasas se encontraron unidas de forma multipuntual 
covalentemente. De esta forma la estructura terciaria de éstas se rigidifica, impidiendo que 
agentes desnaturalizantes externos como temperaturas altas, distintos pH o la presencia de 
compuestos orgánicos actuaran sobre ellas. La orientación de la enzima con respecto a la 
superficie del soporte fue diferente en los distintos derivados. Esto se debe a una adsorción 
previa a la unión multipuntual, conseguida gracias a los distintos grupos funcionales creados 
en la superficie de la agarosa. Los mejores derivados obtenidos para la lacasa de M. 
thermophila fueron el glioxil pH 10 y glioxil-AC y glioxil pH 10 y TEA-glioxil para la lacasa de T. 
villosa. Tras obtener derivados que mejoran significativamente las propiedades de ambas 
lacasas, se verificó también que esta inmovilización permite su reutilización. Una vez 
determinado que la inmovilización covalente sobre soportes de agarosa resultó el mejor 
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método, los derivados obtenidos fueron empleados para el estudio de las posteriores 
aplicaciones.  
El estudio del comportamiento enzimático de las lacasas inmovilizadas en presencia de 
líquidos iónicos demostró que su utilización conjunta es posible. Los resultados obtenidos 
mostraron que, dependiendo de la lacasa de la que se trate, de su estado libre o inmovilizado y 
del líquido iónico con el que esté en contacto, el comportamiento es diferente. Los líquidos 
iónicos 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato y 1-etil-3-metilimidazolio 2(2-metoxietoxi) etilsulfato 
resultaron los más adecuados de los testados para mantener la actividad de las lacasas. 
Además, la inmovilización de las lacasas mejoró notablemente su estabilidad en presencia de 
estos compuestos, pudiendo operar incluso en presencia de concentraciones del 75%. El 
estudio de los parámetros cinéticos de la lacasa de M. thermophila en presencia del líquido 
iónico 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato demostró que la lacasa libre e inmovilizada presentan 
comportamientos diferentes. La presencia de líquido iónico aumentó la velocidad de reacción 
de la lacasa libre, mientras que en la inmovilizada no tuvo el mismo efecto. La eficiencia 
catalítica disminuyó en ambos casos debido al aumento de la constante de Michaelis-Menten 
Km. La inmovilización de la lacasa de M. thermophila resultó beneficiosa para la mejora de su 
estabilidad a altas concentraciones del líquido iónico e incluso a altas temperaturas, como 
indicaron los ensayos de termoestabilidad. Estos resultados son coherentes con los obtenidos 
en los estudios realizados en colaboración con el Laboratorio de Separación e Ingeniería de las 
Reacciones (LSRE) de la Facultade de Engenharia de la Universidade do Porto para la lacasa de 
Denilite base. Los estudios realizados con las diversas enzimas indican que la relación entre la 
lacasa y el líquido iónico es particular, por lo que se requieren ensayos específicos para cada 
combinación de estos  ya que no se puede predecir su comportamiento con los datos 
conocidos hasta el momento.  
La lacasa de M. thermophila inmovilizada en soportes de agarosa fue evaluada como 
biocatalizador para la biorremediación de distintos hidrocarburos aromáticos policíclicos 
(HAPs). La oxidación o eliminación de los distintos compuestos se realizó mediante la acción 
del sistema lacasa-mediador. Los resultados mostraron que la lacasa tiene la capacidad de 
eliminar benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno en presencia del mediador 1-hidroxibenzotriazol 
(HBT). Sin embargo, su inmovilización incrementa los tiempos de reacción para poder alcanzar 
los niveles de biorremediación obtenidos por la lacasa libre, debido a las restricciones 
difusionales ocasionadas por el soporte. La reutilización no ha sido posible debido a la unión 
del mediador HBT a la agarosa, lo cual anuló por completo la difusión del mediador y los HAPs, 
evitando la acción catalítica de la enzima. Por tanto, la agarosa, como soporte, aunque permite 
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niveles de inmovilización elevados, no es inerte ante la presencia del radical activo derivado 
del HBT, lo que dificulta su aplicación.  
El tratamiento de la madera mediante grafting con lacasa ha sido una de las 
aplicaciones más desarrolladas durante esta tesis. El objetivo principal de estos estudios ha 
sido demostrar que la lacasa de M. thermophila puede llevar a cabo reacciones de grafting 
sobre materiales lignocelulósicos, proporcionándoles nuevas propiedades a estos en función 
del compuesto fenólico unido de forma estable. Este objetivo ha sido claramente alcanzado. 
Evidencias tanto a nivel de composición química como cualitativas desde el punto de vista de 
la resistencia a la biodegradación por hongos y del aumento de la hidrofobización de la 
superficie de las maderas tratadas, confirman las grandes posibilidades de la aplicación del 
proceso de grafting. El resultado de los análisis mediante XPS permitió determinar la unión 
estable del compuesto modelo empleado en los tratamientos donde actuó la lacasa, 
demostrando que se une preferentemente al polímero de lignina como indicaron los 
resultados de análisis mediante TOF-SIMS. La unión estable de compuestos fenólicos tóxicos 
para hongos de podredumbre de la madera mejoró la resistencia de la madera tratada, siendo 
el compuesto 4-cloro-2-metoxifenol el que mejores resultados presentó, independientemente 
de los hongos y las maderas empleadas. A pesar de la tendencia detectada, existe la necesidad 
de ampliar estos estudios debido a la falta de bondad detectada en los análisis estadísticos 
realizados. Por otra parte, el grafting del compuesto lauril galato mejoró notablemente la 
hidrofobicidad de la madera, demostrándose su unión estable gracias a los distintos análisis 
superficiales realizados. Los intentos de realizar estos ensayos con la lacasa inmovilizada no 
han sido fructíferos debido a que el compuesto hidrofóbico se unió de manera estable al 
soporte de agarosa. La búsqueda de otro soporte inerte resultaría beneficiosa para poder 
emplear la lacasa inmovilizada en estos procesos. A pesar de que los resultados obtenidos para 
la utilización de la lacasa inmovilizada en agarosa fueron negativos, se ha podido establecer 
que la unión de los compuestos activados por lacasa no se realiza únicamente sobre el 
polímero de lignina, sino que probablemente podría ocurrir sobre la celulosa presente en la 
madera.  
La inmovilización enzimática sobre soportes de agarosa realizada en esta tesis 
presenta numerosas ventajas con respecto a la utilización de la lacasa libre. La estabilidad 
frente a altas temperaturas, frente a diversos pH y disolventes orgánicos se ha visto 
aumentada para ambas lacasas ensayadas. Además se ha demostrado la existencia de una 
elevada estabilidad operacional, indicativa de la capacidad de reutilización de los derivados. 
Los resultados obtenidos para el comportamiento enzimático en presencia de líquidos iónicos 
CONCLUSIONES/CONCLUSIONS/CONCLUSIÓNS 
C-4 
 
mostraron una mejora en cuanto a estabilidad cuando estos compuestos se encuentran 
presentes en el medio. El empleo de la lacasa de M. thermophila inmovilizada para la 
biorremediación de HAPs no representa una mejora significativa en comparación con la lacasa 
libre, al igual que en el caso de los ensayos de grafting sobre madera. Así y todo, el último 
Capítulo de esta tesis establece una nueva aplicación de estas enzimas en la industria 
maderera, pudiendo mejorar los tratamientos hasta ahora realizados para evitar el deterioro 
de la madera. Además de lograr un tratamiento que incluye componentes biológicos más 
respetuosos con el medio ambiente, una vez que la madera adquiere las nuevas propiedades, 
los compuestos responsables se mantienen unidos de forma estable generando tratamientos 
duraderos y evitando su presencia en el medio, por lo que su empleo resultaría más 
respetuoso con el entorno, tanto ambiental como doméstico.  
En esta tesis se han determinado nuevos métodos de inmovilización de lacasa con 
buenos resultados de actividad y estabilidad. Sin embargo, los derivados inmovilizados no han 
podido ser empleados positivamente en todas las aplicaciones estudiadas, en las que la enzima 
libre ha funcionado satisfactoriamente. Debido a las aplicaciones de estas enzimas 
demostradas en esta tesis, se requiere proseguir los estudios centrados en la búsqueda de 
nuevos soportes que permitan resultados similares en cuanto al proceso de inmovilización se 
refiere, pero con un comportamiento mejorado en las aplicaciones ensayadas.  
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CONCLUSIONS 
In this thesis different methods of laccases immobilization have been studied, in order 
to obtain suitable biocatalysts with improved stability and enzymatic characteristics. The reuse 
of these derivatives was evaluated and also their possible application in various industrial 
processes such as wood treatment or degradation of xenobiotics. In addition the kinetic 
behavior of the free and immobilized laccases was studied in mediums with ionic liquids. These 
green solvents may allow using these biocatalysts in complex mediums without the use of 
conventional organic solvents.  
Among the different immobilization methods in this study, the immobilization 
techniques used were based on entrapment on gel and covalent immobilization. Alginate 
entrapment was selected as a physical method and the covalent attachment as a chemical 
one. The entrapment of the laccase from M. thermophila in alginate beads proved to be a 
suitable method to obtain high immobilization rate of the enzyme at the initial time. However 
the enzyme retention in the gel structure along the time is low due to the diffusion problems. 
For this reason, this method was inadequate for biotechnological application. Covalent 
immobilization on silica supports did not achieve the supposed aims. Immobilization rate was 
too low and the recovered activity was too far from the expected one. For this reason, 
different supports were evaluated and agarose was selected as appropriate support for 
covalent immobilization of laccases. The results obtained from the experiments of covalent 
immobilization of the laccases from M. thermophila and T. villosa on agarose supports 
demonstrated that this immobilization method is the best. In addition, various derivatives for 
both laccases were obtained, with high immobilization rate and total activity recovery. It was 
determined that best derivatives were those where the laccases were attached to agarose by a 
multipoint bond. In this way, the tertiary structure of the enzymes was rigidified, preventing 
the effect of external denaturing agents as high temperatures, different pH or the presence of 
organic compounds. The orientation of the enzyme regarding to the support was different in 
every derivative. This was achieved by a previous adsorption of the enzyme on the support 
before the multipoint attachment, targeted by the different functional groups generated on 
the surface of the agarose beads. Glyoxyl ph 10 and glyoxyl-AC were the best derivatives for 
the M. thermophila laccase, and glyoxyl pH 10 and TEA-glyoxyl for the T. villosa laccase. After 
obtaining derivatives that significantly improve the properties of both laccases, their reuse was 
also evaluated. Once it was established that the covalent immobilization on agarose supports 
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was the best immobilization method tested, the obtained derivatives were employed for the 
study of the evaluated applications.  
The study of the enzymatic behavior of the free and immobilized laccases in presence 
of ionic liquids demonstrated that the enzyme is active in this medium. Results obtained 
showed that, depending on the laccase under study, free or immobilized, and the ionic liquid 
employed, this behavior is different. The ionic liquids 1-ethyll-3-methylimidazolium 
ethylsulphate and 1-ethyl-3-methylimidazolium 2(2-methoxyethoxy) ethylsulphate proved to 
be more suitable for maintaining laccase activity. The fact that both laccases could be 
immobilized improved significantly their stability in presence of these compounds, even when 
they were employed in at concentration of 75%. The study of the kinetic parameters of the 
laccase from M. thermophila in presence of the ionic liquid 1-ethyll-3-methylimidazolium 
ethylsulphate showed that free and immobilized laccase had different behaviors. The presence 
of the ionic liquid enhanced the activity rate of the free laccase, while this effect cannot be 
detected on the immobilized one. The catalytic efficiency decreased in both cases due to the 
increment of the Km. Immobilization of the laccase from M. thermophila in agarose supports 
resulted profitable for improving its stability under high concentrations of the ionic liquid even 
at high temperatures, as indicated by the thermostability assays. These results are consistent 
with those obtained for Denilite base laccase, performed during the stay in the Laboratory of 
Separation and Reaction Engineering (LSRE) from the University of Porto. Even with the results 
here obtained, these assays must be performed for specific laccases and ionic liquids, since 
their behavior is not predictable with the existing knowledge.  
The same laccase from M. thermophila and immobilized on agarose supports was 
evaluated as a biocatalyst for the bioremediation of various polycyclic aromatic hydrocarbons. 
The oxidation or elimination of these compounds was carried out by the laccase-mediator 
system. Results showed that this laccase had the ability to remove benzo[a]anthracene and 
benzo[a]pyrene in the presence of the mediator 1-hidroxibenzotriazole (HBT) by free and 
immobilized laccases. The fact that the laccase was immobilized resulted in the need of longer 
reaction times in order to reach the same bioremediation levels obtained by the free laccase. 
The reuse of the immobilized enzyme was not possible due to the bond of the mediator HBT 
onto the agarose beads, preventing the diffusion of the mediator and de subsequent avoiding 
the catalytic activity. So that, agarose supports, even allowed high immobilization rates, were 
not inert to the presence of the active radical from the HBT, which make more difficult their 
applications.  
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Grafting treatments of wood by laccase have been the most developed application 
during the work of this thesis. The main objective was to demonstrate that the laccase from M. 
thermophila could be able to perform grafting reactions on lignocellulosic materials, providing 
new properties based on the stable bond of the phenolic compound. This aim has clearly been 
achieved. The grafting process was confirmed by the evidences from both chemical surface 
composition of the wood and qualitative properties, as the resistance to fungal decaying was 
improved and the hydrophobization of the treated wood was enhanced. Results from the XPS 
analysis allowed determining the stable binding of the model compound employed, only in the 
treatments in which the laccase was implicated. TOF-SIMS analyses demonstrated that the 
phenolic compound have been mainly bonded to the lignin polymer preferably. The 
permanent bond of phenolic compounds that result toxic to wood rot fungi caused an increase 
in the resistance of the treated wood. Therefore, 4-chloro-2-methoxyphenol was the 
compound that showed better results, regardless of fungi and wood used. On the other hand, 
the hydrophobicity of the treated wood was significantly improved by the grafting process 
with lauril gallate compound. Attempts to perform these assays with the immobilized laccase 
have not been successful because the hydrophobic compound had the ability to attach to the 
agarose support. The search of other inert support would be beneficial in order to use it in 
these processes.  
The enzymatic immobilization on agarose supports carried out in this thesis presents 
numerous advantages over the use of free laccase. The stability against high temperatures, 
diverse pH conditions and the presence of organic solvents has been improved for both laccase 
evaluated. The results for enzymatic behavior in presence of ionic liquids showed an 
improvement in stability when these compounds are present in the medium. The use of 
immobilized laccase from M. thermophila for the bioremediation of PAHs did not showed a 
significant improvement compared to the free laccase, as in the case of wood grafting test 
accomplished. Nevertheless, the last Chapter of this thesis provides a new application of these 
enzymes in the wood industry, proposing a replacement of the current treatments for the 
prevention of the fungal deterioration of the wood. The new enzymatic treatment is less 
aggressive to the environment due to involve biological components and because the 
compounds responsible for the new properties are highly stable. That avoids its presence in 
the medium and therefore these treatments are more respectful to the environment and the 
domestic use.  
In this thesis new methods of laccase immobilization were evaluated, obtaining 
positive results for activity and stability. However, immobilized derivatives could not be 
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employed in the several of the tested applications, in which the free enzyme worked out 
satisfactorily. Because the application of these enzymes was demonstrated in this thesis, 
further studies are required focusing on finding new supports allowing similar results regarding 
the immobilization process, but with improved performance in the applications tested.   
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CONCLUSIÓNS 
Nesta tese estudáronse diferentes métodos de inmobilización encimática para lacasas 
coa intención de obter biocatalizadores nos que a estabilidade e propiedades destas 
fenoloxidasas se vexan melloradas. A posibilidade de reutilizar estes derivados foi valorada así 
com a súa posible aplicación en distintos procesos industriais coma o tratamento de madeiras 
ou a degradación de compostos xenobióticos. Ademais explorouse a posibilidade de utilizar os 
derivados obtidos en medios complexos que eviten o uso de disolventes orgánicos, para o cal 
se avaliou o comportamento das lacasas inmobilizadas na presenza de líquidos iónicos.  
Os diferentes métodos de inmobilización ensaiados baseáronse en principios distintos, 
métodos físicos coma o de atrapamento ou métodos químicos como a inmobilización 
covalente. O atrapamento da lacasa de M. thermophila en esferas de alxinato demostrou ser 
un método óptimo para a inmobilización de gran parte da encima, pero os posteriores 
problemas de difusión que implicaron a perda da encima por parte das esferas indicaron que 
este método non resulta adecuado para a súa aplicación biotecnolóxica. A inmobilización 
covalente sobre soportes de sílice non alcanzou os obxectivos prentedidos. Os niveis de 
inmobilización obtidos foron baixos e a actividade recuperada estibo moi afastada da 
esperada. Ademais non se conseguiu mellorar a estabilidade da lacasa. A inmobilización 
covalente das lacasas de M. thermophila e de T. villosa en soportes de agarosa demostrou ser 
o mellor método de inmobilización dos ensaiados. Obtivéronse distintos derivados de ambas 
lacasas, onde o nivel de inmobilización foi alto e non se provocou perda de actividade. 
Destacar que nos mellores derivados obtidos, as lacasas atopábanse unidas de forma 
multipuntual covalentemente. Desta maneira a súa estrutura terciaria mantense ríxida, 
impedindo que axentes desnaturalizantes externos como altas temperaturas, distintos pH ou a 
presenza de compostos orgánicos actúen sobre ela. A orientación da encima con respecto á 
superficie do soporte foi diferente nos distintos derivados. Isto débese a unha adsorción previa 
á unión multipuntual, conseguida grazas ós distintos grupos funcionais creados na superficie 
da agarosa. Glioxil pH 10 e glioxil-AC foron os mellores derivados obtidos para a lacasa de M. 
thermophila e glioxil pH 10 e TEA-glioxil para a de T. villosa. Tras obter derivados que melloran 
significativamente as propiedades de ambas lacasas, tamén se verificou que esta 
inmobilización permite a súa reutilización. Unha vez determinado que a inmobilización 
covalente sobre soportes de agarosa resultou o mellor método ensaiado, os derivados obtidos 
foron empregados para o estudo das posteriores aplicacións.  
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O estudo do comportamento encimático das lacasas inmobilizadas en presenza de 
líquidos iónicos demostrou que a súa utilización en conxunto é posible. Os resultados obtidos 
mostraron que, dependendo da lacasa da que se trate, do seu estado libre ou inmobilizado e 
do líquido iónico co que se atope en contacto, o comportamento é diferente. Os líquido 
iónicos 1-etil-3-metilimidazolio etilsulfato y 1-etil-3-metilimidazolio 2(2-metoxietoxi) etilsulfato 
resultaron máis adecuados para manter a actividade das lacasas. O feito de que ambas lacasas 
se atopasen inmobilizadas mellorou notablemente a súa estabilidade en presenza destes 
compostos, alcanzando incluso concentracións do 75%. O estudo dos parámetros cinéticos da 
lacasa de M. thermophila en presenza do líquido iónico [EMim][EtSO4] demostrou que a lacasa 
libre e inmobilizada presentan comportamentos diferentes. A presenza do líquido iónico 
aumentou a velocidade de reacción da lacasa libre, mentres que na inmobilizada non tivo o 
mesmo efecto. A eficiencia catalítica diminuíu en ambos casos debido ó aumento da constante 
de Michaelis-Menten Km. A inmobilización da lacasa de M. thermophila resultou beneficiosa 
para a mellora da súa estabilidade a altas concentracións deste líquido iónico e incluso a altas 
temperaturas, como indicaron os ensaios de termoestabilidade na súa presenza. Estes 
resultados son coherentes cos obtidos nos ensaios realizados en colaboración co Laboratorio 
de Separación e Enxeñaría das Reaccións (LSRE) da Facultade de Engenharia da Universidade 
do Porto para a lacasa de Denilite base. Os estudos realizados cas diversas encimas indican que 
a relación entre a lacasa e o líquido iónico é particular, polo que se requiren ensaios 
específicos para cada combinación, xa que non se pode predicir o seu comportamento cos 
datos ata agora coñecidos.  
A lacasa de M. thermophila inmobilizada en soportes de agarosa foi avaliada coma 
biocatalizador para a biorremediación de distintos hidrocarburos aromáticos policíclicos. A 
oxidación ou eliminación dos distintos compostos realizouse mediante a acción dos sistema 
lacasa-mediador. Os resultados mostraron que a lacasa ten a capacidade de eliminar 
benzo[a]antraceno e benzo[a]pireno en presenza do mediador 1-hidroxibenzotriazol (HBT). 
Porén, as súa inmobilización incrementa os tempos de reacción para poder alcanzar os niveis 
de biorremediación obtidos pola lacasa libre, debido ás restricións difusionais ocasionadas 
polo soporte. A reutilización do derivado non foi posible debido á unión do mediador HBT á 
agarosa, o cal anulou por completo a difusión do mediador e os HAPs evitando a acción 
catalítica da encima. Por tanto, a agarosa, como soporte, aínda que permite niveis de 
inmobilización elevados, non é inerte ante a presenza do radical activo derivado do HBT, o que 
dificulta a súa aplicación.  
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O tratamento de madeira mediante grafting con lacasas foi a aplicación máis estudada 
durante esta tese. O obxectivo principal foi demostrar que a lacasa de M. thermophila pode 
lear a cabo reaccións de grafting sobre materiais lignocelulósicos, proporcionándolles novas 
propiedades en función do composto fenólico unido de maneira estable. Este obxectivo foi 
claramente alcanzado. Evidencias tanto a nivel de composición química coma cualitativas 
dende o punto de vista da resistencia á biodegradación por fungos e un aumento da 
hidrofobización da superficie das madeiras tratadas confirman o proceso de grafting. O 
resultado da análise mediante XPS permitiu determinar a unión estable do composto modelo 
empregado nos tratamentos onde actuou a lacasa, demostrando que se une preferiblemente ó 
polímero de lignina como indicaron os resultados de análise mediante TOF-SIMS. A unión 
estable de compostos fenólicos tóxicos para fungos de podremia da madeira provocou que a 
resistencia aumentase, sendo o composto 4-cloro-2-metoxifenol o que mellores resultados 
presentou, independentemente do fungo ou madeira empregados. Pese á tendencia 
detectada nos datos, existe a necesidade de ampliar estes estudos debido á falta de bondade 
identificada nas análises estatísticas. Por outra parte, o grafting do composto lauril galato 
mellorou notablemente a hidrofobicidade da madeira, demostrándose nas distintas análises 
superficiais realizadas que a súa unión é estable. Os intentos de realizar estes ensaios coa 
lacasa inmobilizada non foron frutíferos debido a que o composto hidrofóbico se uniu de 
forma estable ó soporte de agarosa. A busca doutro soporte inerte resultaría beneficiosa para 
poder empregar a lacasa inmobilizada nestes procesos. A pesar de que os resultados obtidos 
para a utilización da lacasa inmobilizada en agarosa foron negativos, púidose establecer que a 
unión dos compostos activados pola lacasa non se realiza unicamente sobre o polímero de 
lignina, se non que probablemente podería ocorrer sobre a celulosa presente na madeira.  
A inmobilización encimática sobre soportes de agarosa realizada nesta tese presenta 
numerosas vantaxes con respecto á utilización da lacasa libre. A estabilidade fronte a altas 
temperaturas, fronte a diversos pH e disolventes orgánicos viuse aumentada para ambas 
lacasas ensaiadas. Ademais demostrouse a existencia dunha elevada estabilidade operacional, 
indicativa da capacidade de reutilización dos derivados. Os resultados obtidos para o 
comportamento encimático en presenza de líquidos iónicos mostraron unha mellora na 
estabilidade cando estes compostos se atopan no medio. O emprego da lacasa de M. 
thermophila inmobilizada para a biorremediación de HAPs non representa unha mellora 
significativa en comparación ca lacasa libre, ó igual que no caso dos ensaios de grafting sobre 
madeira. Así e todo, o derradeiro Capítulo desta tese establece unha nova aplicación destas 
encimas na industria madereira, podendo mellorar os tratamentos ata agora realizados para 
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evitar o deterioro da madeira. Ademais de lograr un tratamento que inclúe compoñentes 
biolóxicos e por tanto que sexa menos agresivo para o medio ambiente, unha vez que a 
madeira adquire as novas propiedades, os compostos responsables mantéñense unidos de 
forma estable, evitando a súa presenza no medio, polo que o seu emprego resultaría máis 
respectuoso co entorno, tanto ambiental coma doméstico.  
Nesta tese determináronse novos métodos de inmobilización de lacasa con bos 
resultados de actividade e estabilidade. Porén, os derivados inmobilizados non puideron ser 
empregados positivamente en todas as aplicacións estudadas, nas que a encima libre 
funcionou satisfactoriamente. Debido ás aplicacións destas encimas demostradas nesta tese, 
requírese proseguir con estudos centrados na busca de novos soportes que permitan 
resultados similares en tanto ó que o proceso de inmobilización se refire, pero con un 
comportamento mellorado nas aplicacións ensaiadas.  
 
